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TRES NIVELES DE RIEGO Y EVALUACION NUTRICIONAL EN Pinus
devoniana EN PRESENCIA DE Fusarium circinatum

RESUMEN GENERAL

F. circinatum (Nirenberg y O’Donnell) es uno de los principales patdégenos
responsables de mortalidad de arboles del género Pinus, los factores que pueden influir
en la incidencia de dicho patégeno son la cantidad de agua utilizada durante el riego y
las dosis de fertilizacion; por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar tres niveles de
riego y dos de nutricion, en presencia y ausencia del hongo. La siembra de semillas de
Pinus devoniana (Lindley) se realiz6 el 11 de junio de 2021. Se utilizaron charolas de 25
tubetes de 220 ml. El sustrato fue con base en aserrin, turba y corteza, en proporcion
60:20:20. EI fertilizante aplicado fue Multicote® (18N-6P-12K+ME). EI disefio
experimental consistio en un disefio en parcelas subdivididas, con 12 tratamientos y
cuatro repeticiones, la mitad de los tratamientos fue inoculada con cepas del patdgeno a
cuatro meses de edad de la planta, dejando el resto como control. Las mediciones para
registrar la incidencia se hicieron del 4 de diciembre de 2021 hasta el 24 de abril 2022.
Los resultados indican que la interaccion del riego, dosis de fertilizacion e inoculacion fue
significativa (p< 0.05) en los tratamientos al 70%, en comparacion con los niveles de riego
al 100% y 80%, en los que no hubo diferencias significativas. Concluido el experimento
se realiz6 el analisis nutrimental de N, P y K, identificando valores altos en P y K; en N
los valores fueron bajos en concentracion y se reflejaron en la calidad de la planta,
aguellas que recibieron la dosis menor de fertilizante, tuvieron coloracion amarillenta,
contrastada con la dosis alta donde el color fue normal. Hubo variacion en los indices de
calidad de planta, baja calidad en el indice de robustez y alta calidad en la relacion
PSA/PSR y el indice de calidad de Dickson.

Palabras Clave:
Pinus devoniana, Fusarium circinatum, hongo, vivero forestal, dosis.

Tesis de Maestria en Ciencias, Programa de Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales,
Universidad Auténoma Chapingo.

Autor: César Lamberto Cruz Matias
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THREE LEVELS OF IRRIGATION AND NUTRITIONAL EVALUATION
ON Pinus devoniana IN THE PRESENCE OF Fusarium circinatum

GENERAL ABSTRACT

F. circinatum (Nirenberg y O"Donnell) is one of the main pathogens that causes tree
mortality in the genus Pinus. Factors that can influence the incidence of this pathogen are
the amount of water used during irrigation and fertilization doses; therefore, the objective
of this work was to evaluate three levels of irrigation and two levels of nutrition, in the
presence and absence of the fungus. Pinus devoniana (Lindley) seeds were sown on
June 11, 2021. Trays of 25 tubes of 220 ml were used. The substrate was based on
sawdust, peat moss and bark, in a 60:20:20 ratio. The fertilizer applied was Multicote®
(18N-6P-12K+ME). We used a statistical subdivided plot design, with 12 treatments and
four replicates, half of the treatments were inoculated with pathogen strains at four months
of plant age, leaving the rest as controls. Measurements to record incidence were made
from December 4, 2021 to April 24, 2022. The results indicate that the interaction of
irrigation, fertilization dose and inoculation was significant (p< 0.05) in the 70% treatments,
compared to the 100% and 80% irrigation levels, in which there were no significant
differences. At the end of the experiment, the nutritional analysis of N, P and K was carried
out, identifying high values of P and K; but N values were low in concentration, which was
reflected in the quality of the plant, those that received the lowest dose of fertilizer had a
yellowish coloration, in contrast to the high dose, where the color was normal. There was
variation in the plant quality index, low quality in the slenderness index and high quality in

the shoot: root ratio and the Dickson quality index.

Key words: Pinus devoniana, Fusarium circinatum, fungus, forest nursery, dose.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. Antecedentes

Uno de los grandes problemas que enfrentamos en la produccién de planta forestal,
es la mortandad de plantulas en vivero por diversos factores, uno de los que mas perdidas
ocasiona es el hongo Fusarium circinatum ya que es el responsable de causar pudricion
en la raiz principal y en las raices secundarias de los arboles del género Pinus spp
(Maphosa, et al., 2016). EIl hongo Fusarium circinatum, causante del cancro resinoso de
los pinos (pitch canker), fue determinado por primera vez por Heptig y Roth en 1946, en
Carolina del Norte, sobre Pinus virginiana (Flores-Pacheco, 2017). En un inicio, el
patégeno fue considerado una especie de Fusarium spp., de la seccion Liseola porque
aun no habia sido descrita, sélo se conocia que causaba la mortandad en arboles adultos
en bosque natural, posteriormente en 1949 el hongo fue identificado como Fusarium
lateritium f. sp. pini, en la seccion Lateritium y permanecié como tal hasta 1978, afio en
el que fue reubicado en la seccién Liseola, bajo el nombre Fusarium moniliforme var.
subglutinans (Kuhlman 1982). En 1983, se propuso elevar la variedad a especie como
Fusarium subglutinans, para 1992 la clasificacién fue modificada como F. subglutinans f.
sp. pini, manteniéndose durante seis afios con este nombre para finalmente quedar como
Fusarium circinatum perteneciente al complejo Gibberella fujikuroi, dentro de la seccién
Liseola, tal descripcién fue realizada por Nirenberg & O"Donnell en 1998 (Carrasco et al.,
2016).

Las especies hospedantes de F. circinatum son mas de 60 especies del género Pinus
y otras coniferas, incluyendo a Psedotsuga menziesii. Los sintomas que presentan los
arboles infectados con este patdgeno son la muerte de troncos, puntas y ramas, retraso
y deformacion de los estrébilos femeninos infectados, los cuales a menudo son abortados
poco antes de alcanzar la madurez. En algunas ocasiones la infeccién no es visible en
los estrobilos, de tal suerte que las semillas infectadas no muestran dafos visibles, lo
cual hace dificil su reconocimiento en los viveros, pudiendo sembrarlas para luego
resultar en la muerte pre o post-emergente de las plantulas, cuando dichas semillas se
utilizan para produccion de plantas (Gordon et al., 2015). En México este patdgeno causa
perdidas de un 40% en la produccion de especies de pino. (Cibrian et al., 2008). Fusarium

circinatum ha demostrado ser altamente dafino en arboles del género Pinus spp., esto
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ha quedado registrado en diferentes lugares del mundo, y se le considera plaga principal
en varios paises del mundo.

En la actualidad la mayoria de los viveros usa envases plasticos rigidos. En diversas
investigaciones se ha visto reflejada la influencia del volumen de los envases en el
desarrollo de las plantas puesto que se ha comprobado que a mayor volumen del envase
los aspectos morfoldgicos de las plantas son mejores, principalmente diametro del tallo y
altura, lo que permite que el balance entre la formacion de biomasa area y biomasa
radical sea mejor, lo cual se ve reflejado en los indices de calidad de planta (Basave-
Villalobos et al. 2017). Por otro lado, el uso de turba de musgo, perlita y vermiculita,
combinacion conocida como mezcla estdndar o mezcla base, fue utilizada durante
décadas pasadas en la busqueda de produccion de plantas de calidad, si bien era
funcional, también tenia sus desventajas puesto que por el alto contenido de materia
organica y su capacidad de retencion de agua favorecia el desarrollo del patégeno F.
circinatum, lo cual resultaba contra producente por la alta mortandad presentada en los
viveros donde era utilizada (Garcia-Diaz et al., 2017).

El agua y la calidad de esta es primordial para el desarrollo adecuado de las plantas,
tanto en condiciones naturales como en vivero, en ambos casos este factor es limitante,
puesto que en los bosques habra condiciones que no siempre favoreceran el uso del
agua, un claro ejemplo son las épocas de sequias; en cuanto a viveros siempre se cuida
que el agua sea de buena calidad, cuando se adicionan fertilizantes y productos quimicos,
se favorece el crecimiento de las plantas, aunque posteriormente pueden ser una fuente
de contaminacion a las aguas superficiales y subterraneas. Es importante el contenido
de sales en el agua que se usa, puesto que altas concentraciones de salinidad pueden
afectar el rendimiento en la produccién de plantas (Gutiérrez-Garcia et al., 2015).

El uso de los fertilizantes de liberaciébn controlada en viveros forestales ha
reemplazado el uso de fertilizantes hidrosolubles, debido a que estos ultimos tienen
mayor costo y son menos eficientes en comparacion con los fertilizantes de liberacion
controlada. Los fertilizantes de liberacion controlada han sido de gran ayuda en el
aumento de la calidad de la planta, ademas, de que su precio es accesible para un mayor
namero de viveristas o investigadores, son fertilizantes que contienen los nutrientes

necesarios para el desarrollo de las plantas y debido a la sensibilidad a la temperatura y



humedad del suelo del polimero que recubre el fertilizante, se permite la liberacion
gradual, de tal forma que las plantas absorban los nutrientes cuando los necesitan,
evitando la perdida de nutrientes por lixiviacién (Reyes-Millalén, et al.,2012)
1.2 Justificacion

En esta investigacion se estudio el efecto de los riegos y nutricion de la planta en
presencia y ausencia del hongo Fusarium circinatum. Se justifica el estudio, ya que este
hongo es uno de los principales problemas que tiene la produccién de planta de pino en
viveros de contenedor de México (Garcia-Diaz et al., 2017). Sobre la especie ya se han
desarrollado estudios sobre distribucion (Flores-Pacheco, 2017), hospedantes,
sintomatologia (Garcia-Diaz et al., 2019), tratamientos de combate biolégico y quimico
(Flores Pacheco, 2017). Sin embargo, son pocos los estudios sobre tacticas preventivas,
y casi ninguno en tratamientos de riego y fertilizacibn como alternativas de prevencion

(Aguilera-Rodriguez et al., 2017).

1.3 Planteamiento del problema de investigacién
La presente investigacién aporta nuevos conocimientos que ayuden el manejo adecuado
para contrarrestar de manera efectiva y biologicamente el dafio causado por Fusarium

circinatum.

1.4 Objetivos
1.4.1 General
Evaluar el efecto de tres niveles de riego y dos niveles de nutricion aplicados en plantulas
de Pinus devoniana en presencia y ausencia del hongo patogénico Fusarium circinatum,
posteriormente medir la patogenicidad y los niveles de Nitrégeno, Fosforo y Potasio
encontrados en el sustrato donde estuvieron las plantas y determinar el consumo de estos
durante el periodo de evaluacion.
1.4.2 Particulares
» Evaluar la mortalidad causada por F. circinatum en tres tratamientos de
riego y dos de nutricion.

» Determinar los indices de calidad de planta en todos los tratamientos.



» Determinar el consumo de N, P y K. en los tratamientos de riego y

fertilizacion.

1.5 Hipotesis
El hongo Fusarium circinatum no presenta alta incidencia en plantulas de Pinus
devoniana en tres niveles de riego aplicados a las plantulas y dos dosis de fertilizante.
Los niveles de Nitrégeno, Fosforo y Potasio tendran deficiencias nutricionales en

contraste con los niveles iniciales al montar el experimento.

Los objetivos generales mencionados, se lograron al igual que probar la hipétesis
planteada, para ello se establecio el experimento que se describe en el articulo cientifico
que conforma la presente tesis. La metodologia y los resultados se estructuran a manera

de capitulos, al igual que la revision bibliografica.

El titulo de dicho capitulo es:
Articulo 1: Tres niveles de riego en Pinus devoniana con dos dosis de fertilizacion en

presencia y ausencia de Fusarium circinatum

1.6 Preguntas de investigacion
1. ¢ Se puede medir el impacto del hongo en la planta?
2. ¢De qué manera se pueden cuantificar los dafios a la planta?
3. ¢ Cual de las dosis de fertilizante es mejor para el desarrollo de las plantas en
el sustrato?
4. ¢Los niveles de riego aplicados en los tratamientos mostraron resultados
significativos?
5. ¢ Cudl de los niveles de riego resultdé ser mejor en cuanto a calidad de planta?
6. ¢La interaccidn riego, dosis de fertilizacion e inoculacién de patdgeno sera
estadisticamente significativa?
7. ¢El tipo de sustrato y la concentracion utilizada tendra impacto en la incidencia

del patégeno en los tratamientos?



1.7 Estructura capitular del documento de titulacién

Capitulo 1
Introduccién general

|

Capitulo 2
Revisién de literatura

|

2.1. Marco teorico

|

2.2. Marco de referencia

!

2.3. Marco metodoldaico

|

Capitulo 3 Tres niveles de riego en
Pinus devoniana con dos dosis de
fertilizacibn en presencia y ausencia de
Fusarium circinatum

Capitulo 4. Conclusiones
generales

Figura 1. Estructura del documento de titulacion

1.8 contenido capitular

El documento de titulacion presenta el contenido, una portada general, la hoja de
aprobacion del comité asesor, una tabla de contenidos, posteriormente la lista de
cuadros, la lista de figuras, la lista de abreviaciones, la dedicatoria del documento, los
agradecimientos de la investigacion, posteriormente se presentan los datos biograficos

del autor, un resumen general y el abstract.



En el capitulo uno se presenta una introduccion general, antecedentes, la justificacion, el
planteamiento del problema, el problema de investigacion, posteriormente se presentan
objetivo general y especificos, las preguntas de investigacion, la hipotesis, el contenido

capitular, la figura del contenido o estructura y por ultimo la bibliografia consultada.
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CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Marco tedrico conceptual

2.1.1 Pinus devoniana Lindley
Pinus devoniana presenta alturas que van desde los 20 a 30 metros, con corteza
rugosa, agrietada, ramas oscuras, asperas con cobertura de bracteas obscuras, grandes,
salientes, duras y poco separadas. Las hojas estan en grupos de cinco, en ocasiones
seis en varios fasciculos, comunmente de 30 a 35 cm. Estrdbilos (conos) oblongo ovoides
o casi cilindrico-conicos, algo oblicuos, gradualmente atenuados hacia la extremidad y
muy poco hacia la base de 25 a 30 cm., de largo por 12 a 15 cm., de ancho (cuando estan
abiertos) de color moreno opaco, algo resinosos, persistentes y fuertes, ligeramente
colgantes, levemente encorvados, colocados por pares en grupos de tres, rara vez
solitarios, sobre pedunculos gruesos y fuertes, de 15 a 20 mm. La semilla es vagamente
triangular, de unos 9 a 10 mm de largo por 6 de ancho, de color pardo con manchas
negras; el ala mide de 4.4 a 5 cm., por 10 a 12 mm., de ancho, de color café obscuro,
surcada longitudinalmente con vetas rugosas, la madera es blanda, algo amarillenta y de

buena calidad (Martinez 1992).

2.1.2 Genero Fusarium

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuidos en
el suelo y plantas. Debido a su capacidad de crecer a 37°C, son considerados
oportunistas. Al microscopio, la fialide es generalmente fina, con forma de botella; simple
o ramificada; cortas o largas; monofialidica (que emergen esporas de un poro de la fialide)
o polifialidica (de varios poros). Los macro conidios presentan forma de media luna,
hialinos y septados. Para su correcta clasificacion es importante el largo, ancho,
curvatura, septos, agrupaciones mucoides (esporodoquios) y detalles de las células de
los extremos (célula apical y pie). Los microconidios, ausentes en algunas especies,
poseen variadas formas (fusiformes, ovales, clavadas, entre otras), agrupaciones
(estructuras mucoides llamadas “falsas cabezas”), en cadenas largas o cortas; todas
observables a la lupa (40x). Otro tipo de conidios son los meso conidios, que son
similares, pero de menor tamafio que los macroconidios y nunca forman estructuras

mucoides. Por ultimo, pueden observarse las clamidosporas caracteristicas con doble
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pared gruesa, lisa o rugosa; de manera aislada, en pareja o en grupo (Tapia & Amaro
2014).
2.1.3 Fusarium circinatum

F. circinatum es un patégeno que se presenta en Pinus spp., y algunas otras coniferas,
es posible encontrar algunas estructuras en CLA (Agua Agar con hojas de Clavel) de las
gue podrian ser esporodoquios con macroconidios los cuales son escasos y pueden ser
dificiles de encontrar, pero cuando estan presentes los macroconidios son tipicos de los
gue producen otras especies de Gibberella fujikuroi ya que son delgados al igual que sus
paredes ovoide, ovalada o alantoides por otro lado los microconidios nacen de forma
mono Yy polifiléticos y presentan similitud en aquellos que pertenecen a F. subglutinans,
la morfologia general de los macroconidios es que es relativamente delgado con
curvatura no significativa, célula apical curva, célula basal relativamente poco
desarrollada, usualmente septado en tres, a menudo son dificiles de encontrar, los
microconidios no presentan septos su forma es ovoide, oval o alantoides, en el micelio
podemos encontrar los microconidios en pequefas cantidades, las poli fillides pueden
proliferar ampliamente mientras que las mono fidlides son escasas, las clamidosporas
estan ausentes aunque algunas preparaciones producen hifas hinchadas superficiales
gue se asemejan a clamidosporas o pseudo clamidosporas, también se encuentran hifas
estériles enroscadas (circinas), y su presencia es mayor en las preparaciones de SNA
(Spezieller Nahrstoffarmer Agar), a comparacién de CLA puesto que en este medio de
cultivo su produccién es variada, en ocasiones F. circinatum pudiese confundirse con
otras especies de Gibberella fujikuroi, mayormente con F. subglutinans, dichas
confusiones se pueden despejar mediante la secuenciacibn molecular (Leslie &
Summerell 2007).

2.1.4 Sintomatologia causada por Fusarium circinatum

F. circinatum es caracteristico por ser capaz de infectar plantas en sus diferentes
etapas de crecimiento mediante heridas causadas por insectos vectores o también a
través del agua y el viento su presencia es evidente al generar coloraciones en las
aciculas dichas coloraciones van desde un color amarillo hasta rojizo, de tal suerte que
provocan la caida; en el eje central de arboles adultos se generan chancros exudantes

de resina, es por ello que en esta etapa se le conoce como cancro resinoso. Los sintomas
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son mas mayormente identificables en las aciculas jovenes pudiendo ser vistas también
en aciculas maduras. Se evidencia por coloraciones inicialmente amarrillas tornandose a
grisaceas o0 marrones, inclusive una combinacion de ambas, los sintomas se expresan
con ciertas particularidades dependiendo del hospedante, pero existen algunas
particularidades visuales puesto que comienza en una rama que va muriendo mediante
el estrangulamiento causado por un cancro que va creciendo tanto en direccion paralela

a la raiz principal como al apice provocando la muerte del arbol (Flores Pacheco 2015).

2.1.5 Distribucién y fases de afectacion

Desde la aparicion de Fusarium circinatum en Estados Unidos de Norteamérica en
1946 se ha extendido por casi todos los continentes del mundo a excepcion de la
Antartida, la especie mas susceptible a esta enfermedad es la comunmente conocida
como pino de Monterrey (Pinus radiata). La invasion del hongo inicia afectando las
aciculas mas jovenes lo cual incluye el cambio de coloracion de ellas que va desde un
amarillo intenso hasta un pardo oscuro, el tallo se ve afectado a la altura de la primera
rama con una lesion que presenta exudacion en grandes cantidades de resina, puede ser
tan agresiva la enfermedad que incluso el arbol se puede quebrar en este punto ya que
se encuentra debilitada la madera a causa del hongo. Este mismo patdégeno ocasiona
dafios a los arboles en sus distintas etapas de desarrollo una de ellas es la fase pre
germinativa cuando se pudre la semilla y su cobertura total por micelio del hongo, si
algunas semillas logran germinar pueden sufrir ahorcamiento que es un tejido necrotico,
en ambas etapas se ha reportado hasta 100% de mortalidad. Las plantulas, que logren
germinar con el paso del tiempo presentaran sintomas que van desde el doblamiento del
apice, amarillamiento de las aciculas, falta de vigor en el tallo, la plantula se cambia de
color amarillo a rojizo o marrén lo cual indica la muerte de la plantula (Flores-Pacheco
2017).

2.1.6 Impactos por Fusarium circinatum
2.1.6.1 Impacto ambiental

Al tener alta mortandad de especies arbdreas en plantaciones forestales, como en
bosques naturales y arbolado urbano, habra efectos secundarios los cuales seran:

variacion de la temperatura del aire, disminucién de la conservacion de energia, aumento
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de la contaminacién del aire, disminucién de la captura de diéxido de carbono, reduccion
de materia prima para fabricacion de muebles de madera al igual que papel para los
diferentes ambitos en que se utiliza, al igual que la disminucion en la captacién de agua
(Rodriguez & Flores 2018).
2.1.6.2 Impacto econémico
Los arboles ademas de servicios ambientales prestan beneficios econdmicos a nivel
mundial, un claro ejemplo de ello es la especie més utilizada en todo el planeta tierra
Pinus radiata (Pino de Monterrey), que comunmente se utiliza por su rapido crecimiento
y excelente calidad de madera, pero estos beneficios pueden verse severamente
afectados por parasitos y enfermedades, una de las enfermedades mas severas es el
cancro de los pinos causado por F. circinatum, esta enfermedad afecta a los pinos a nivel
mundial dando como resultado pérdidas econémicas significativas, aunque mayormente
esta afectacion se ve en el continente europeo puesto que ahi se utiliza con frecuencia
Pinus radiata (Aloi et al. 2021).
2.1.7 Tipos de control
2.1.7.1 Control bioldgico

Los hongos endofitos pueden colonizar los tejidos vivos internos de las plantas sin
causar un efecto significativo del hospedante, estos hongos en muchas ocasiones
ejercen antagonismo frente a patégenos flungicos que dafian a las plantas. Estudios
realizados en pruebas in vitro muestran que los hongos endofitos tienen una mayor
inhibicion frente a los patdgenos, aunque no erradican la infestacion, por lo cual se infiere
qgue el uso del control biolégico deberia ser usado de manera preventiva, para evitar o
disminuir las pérdidas de plantas por mortandad en diferentes etapas de desarrollo por
F. circinatum (Flores-Pacheco 2017).

2.1.7.2 Control quimico
Hoy en dia existen pocos productos registrados que permiten el control eficaz de
Fusarium circinatum y algunos de ellos tiene ciertas restricciones de uso por normas de
certificacion ambiental, algunos de los fungicidas empleados son: procloraz,
tebuconazole, benomyl, captan, difenoconazale y propiconazale, es bueno conocer estos

productos ya que para el control inmediato de la enfermedad son altamente efectivos,
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aungue eso no quita que también son contaminantes. Cuando se piensa realizar control
quimico en plantaciones, viveros, invernaderos, debe considerarse la demanda
econémica que habr4 de realizarse ya que la mayoria de los productos antes
mencionados no son baratos y la cantidad econdmica dependerd de la cantidad del

producto que se utilice (Carrasco et al., 2016).

2.1.7.3 Control cultural

El principio del control cultural dependera de la reduccion de las fuentes de indculo,
esto se lograra eliminando precisamente el material infectado que pudiese encontrarse
en el area de estudio, se deben incrementar los niveles de higiene, ejemplo de ello seria:
utilizar agua de riego libre del patdégeno, desinfectar contenedores y rejillas antes de
utilizarse, evitar el uso de especies con mayor susceptibilidad al patdgeno, reduccion o
eliminacién de material que pudiese estar contaminado, cuando se realizan podas es
necesario desinfectar las herramientas utilizadas con hipoclorito de sodio o de calcio al
1%, también puede utilizarse el peréxido de hidrogeno al 10% de este modo se reducira
la dispersion de la enfermedad. El uso de aceites esenciales también es de gran utilidad
entre los que destacan los de canela (Cinnamomum zeylanicum), casia (Cinnamomum
cassia), clavo de olor (Syzygium aromaticum) y hierba de limén (Cymbopogon citratus),
con alto efecto inhibidor de entre la evaluacién de 75 aceites esenciales. Por otra parte
los metabolitos secundarios han dado buenos resultados contra F. oxysporum en papa,
los extractos vegetales por su parte han probado ser de utilidad, el caso mas exitoso fue
el de el extracto acuoso de ajo (Allium sativum) el mejor con casi 95% de actividad
fungicida en semilla de neem (Azardiachta indica), hierba de limén (Cymogopogon
proxims), comino (Carum carvi) y clavo (Eugenia caryophyllus), asi como el uso de
benomilo, y cepas de Trichoderma spp., contra Fusarium oxysporum, donde los extractos
acuosos de todas las especies vegetales destacaron con una eficacia del 60%, algunos
autores sugieren que la capacidad de resistencia al ataque de patégenos dependera de
la situacion en que se encuentran las defensas sistémicas de la planta (Villa-Martinez et
al., 2015).

14



2.1.8 Sustratos
2.1.8.1 Definicion y usos de sustrato
El sustrato es un material solido, distinto del suelo, natural o sintético, mineral u organico,
en mezcla o soélo el cual, colocado en un contenedor, sirve de soporte a las plantas y
medio para el desarrollo de la raiz. Se utilizan para la produccién de plantula, propagacion
vegetativa y para crecimiento y desarrollo del cultivo. Pueden sustituir al suelo cuando
este no cuenta con las propiedades fisicas y quimicas para el crecimiento y desarrollo de
las raices de las plantas, o bien cuando la actividad asi lo requiera, como lo es el caso
de las plantas de ornato. Actualmente se comercializan sustratos de caracteristicas y
origenes diversos, de forma pura o en mezclas de dos 0 mas materiales, que buscan
satisfacer las necesidades especificas de cada cultivo; sin embargo, sus altos precios
(varios de ellos son de importacién) limitan su acceso y uso a muchos productores. En
las ultimas décadas, se ha encontrado aplicacibn como medios de crecimiento a
materiales que son subproductos o residuos de desecho de la industria maderera
(Pineda-Pineda et al., 2012).
2.1.8.2 Sustratos con base en aserrin de pino

El uso de sustratos con base en aserrin de pino es cada dia mas comun, desde que se
ha demostrado la efectividad de estos ademas de su bajo costo en comparacion con la
turba de musgo, en la que su precio ha estado aumentando desde que es escaso en el
mercado, por otro lado, el aserrin de pino (Pinus spp.), que proviene de la industria
maderera, es un material que tiene potencial como sustrato, nacionalmente su uso es
limitado concentrandose en el centro del pais. En México se procesan anualmente poco
mas de 8 millones de metros cubicos de madera, de la cual 70% se destina a la industria
maderera, donde el principal producto de desecho es el aserrin y virutas, con una
produccion estimada de 2.8 millones de metros cubicos. Las propiedades fisicas del
aserrin dependen del tamafio de sus particulas y se recomienda que del 20-40 % sean
inferiores a 0.8 mm. Es un sustrato ligero, con una densidad aparente de 0.1 a 0.45 g-cm-
3. La porosidad total es superior al 80 %, la capacidad de retencién de agua es de baja a
media, pero su capacidad de aireacion suele ser adecuada. La ventaja principal del

aserrin es su bajo costo, pero al ser un material organico entra en descomposicion, lo
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gue reduce su vida util como sustrato. Es posible que mezclando el aserrin con materiales
inorganicos como el tezontle (arena volcanica), los cambios en sus propiedades fisicas
sean mas lentos, proporcionando un sustrato mas durable sin incrementar los costos
(Gonzéalez Orozco et al., 2018).
2.1.8.3 Sustratos a base de corteza de pino

La corteza de pino es uno de los materiales que se utilizan con mayor frecuencia para
conformar un acolchado, es decir, la capa de materia organica que se coloca sobre el
suelo del jardin. Esta practica tiene multiples beneficios para los ejemplares que habitan
en este sustrato, como su contribucion para que el sustrato conserve la humedad y para
evitar el desarrollo de malas hierbas. Existen dos formas en que la corteza de pino se
puede emplear en el suelo del jardin, en bruto o cribada. La corteza en bruto es tal como
sale de la serreria, mientras que la cribada es la que ha pasado por un proceso de filtrado
y estd compuesta solo por las piezas mas pequefias. La corteza de pino cribada mas
habitual en el mercado permite un acabado mas homogéneo y se recomienda para
plantas mas finas y pequefias. Para conseguir corteza en bruto, por su parte, muchas
veces es necesario acercarse a un aserradero para encontrar la que alli se produce tras
trabajar la madera. Se recomienda comprarla a granel cuando se necesiten grandes
cantidades. Las ventajas que se han observado en los sustratos a base de corteza es la
buena porosidad total, granulometria y aireacion que son eficientes para la produccion
de plantas de calidad (Castro-Garibay et al. 2019).

2.1.8.4 Sustratos con base en turba de musgo
La turba es un musgo que pertenece al género Sphagnum, se conocen como musgos de
turbera. Se forman en las areas pantanosas de las regiones nérdicas, de una masa
esponjosa y ligera en la que se pueden observar los componentes vegetales que la
originaron. Se describe como un material organico compacto, de color pardo claro hasta
oscuro y rico en carbono, tiene propiedades fisicas y quimicas variables en funcién de su
origen, los miembros de este género de musgo pueden retener grandes cantidades de
agua dentro de sus células, algunas especies pueden retener mas de 20 veces su peso
seco en agua. La turba rubia es naturalmente acida ya que cuenta con un pH de entre

3.5y 4.0, sin embargo, se pueden tener turbas con un pH arreglado entre 5.5y 6.0 con
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el fin de poder garantizar una buena asimilacion de los nutrientes que estan disponibles

en los primeros 10 a 15 dias después de la siembra (Kain et al., 2021).

2.1.9 combinacion de riego y sustrato
2.1.9.1 Importancia e interaccion entre riego y sustrato

El riego aplicado a las plantas al igual que los sustratos utilizados para el desarrollo de
las especies son fundamentales puesto que esto limita o favorece el desarrollo de plantas
vigorosas o plantas con deficiencias nutricionales, claro ejemplo de ello es la mezcla de
aserrin de pino con corteza de pino, que con un nivel de riego adecuado se vuelve
favorable para la retencién de humedad y buen desarrollo de raices, ya que facilitan el
drenaje y aireacion que son factores fundamentales para el crecimiento de las plantas,
esto es posible medir mediante los diferentes y mas comunes indices de calidad de
planta, los cuales son relacién peso seco aéreo/peso seco radical, indice de robustez e
indice de calidad de Dickson (Jahromi et al., 2018).

2.1.10 Fertilizantes
2.1.10.1 uso de fertilizantes de liberacién controlada

El uso de fertilizantes de liberacion controlada (FLC) ha resultado muy beneficioso si
se compara con los fertilizantes hidrosolubles, dado que facilita el manejo de la
produccion, reduce los costos y disminuye las pérdidas de fertilizantes por lixiviacion,
resultando una buena combinacion el uso de fertilizantes de liberacion controlada con los
sustratos a base de aserrin de pino en la mayoria teniendo una proporcion del 60% del
total de la combinacién de los sustratos. Las dosis de 7y 8 g L'* de FLC han dado buenos
resultados en produccioén de calidad de planta en periodos de desarrollo de 8 y 9 meses,
esto se ha corroborado mediante los indices de calidad de planta mayormente utilizados.
(Aguilera-Rodriguez et al. 2017)
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2.2 Marco de referencia

Garcia-Diaz et al.,, (2017), evaluaron el efecto de Fusarium circinatum en la
germinacion y crecimiento de Pinus greggii para esto utilizaron tres sustratos diferentes
a los cuales denominaron en clave S1 = turba de musgo (PROMIX®), agrolita y
vermiculita; S2 = aserrin de pino, corteza de pino y turba de musgo; y S3 = corteza de
pino, aserrin de pino y turba de musgo; todos en proporcién 60:20:20, utilizando plantas
de Pinus greggii para poder llevar a cabo esta investigacion, la sintomatologia fue mas
evidente a la edad de cuatro a seis meses, el sustrato a base de aserrin (S2) presento
una baja tasa de incidencia en comparacion con S1 y S3, ofreciendo una alternativa de
un sustrato que sera a bajo costo y mas efectivo en la produccién de planta de buena

calidad.

Robles-Yerena et al., (2016), determinaron que dos hongos del género Fusarium,
Fusarium solani y Fusarium oxysporum causaron marchitez en plantulas de Pinus spp.
Pudieron obtener estos resultados mediante la seleccion de pequefas partes de raices
infectadas, posteriormente lograron el aislamiento, purificacibn y conservacion de
hongos; también realizaron pruebas de patogenicidad y caracterizaciébn molecular
mediante la extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion. Con la
identificacion morfolégica se comprobaron los resultados, concluyendo que en Pinus
pseudostrobus el hongo Fusarium oxysporum fue el que se encontr6 con mayor

frecuencia.

Dewing et al., (2022), argumentan que en investigaciones pasadas solo se tenia
conocimiento de un grupo de Fusarium conocido como el complejo de especies Fusarium
fujikuroi asociados con las gimnospermas de la familia de los pinos (Pinaceae), estos
pinos son hospedantes de Fusarium circinatum, un patégeno econOmicamente

importante, como ya se sabia hasta el momento.

Lépez-Moreno et al., (2019), demostraron que uno de los agentes causales de la

enfermedad en el panel de pica de hule (Hevea brasiliensis) es Fusarium circinatum, sin
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embargo, se requieren estudios adicionales para verificar su presencia en arboles

tropicales no coniferas.

Martin-Garcia et al., (2018), evaluaron la susceptibilidad de tres especies de coniferas
(P. sylvestris, P. abies, y L. decidua) provenientes de Republica Checa, las edades de las
plantulas 1.5, 3.5 y 1.5 afos de edad, con una clasificacion genotipica “B”, se usaron
suspensiones de esporas obtenidas de cajas Petri de 4-5 mm., con medio de cultivo PDA
(Papa Dextrosa Agar) las cuales ya tenian desarrolladas colonias de F. circinatum una
vez que se licuaron dichas colonias se utilizaron matraces Erlenmeyer, los cuales se
colocaron en agitador orbital Shaker a 180 revoluciones por minuto, la concentracion que
se obtuvo fue 108 esporas ml? la evaluacién de los sintomas se hizo semanalmente
usando un indice de severidad el cual estaba constituido de cuatro escalas, las plantulas
de Pinus sylvestris comenzaron a morir a los 37 dias posteriores a la inoculacion, las
otras dos especies utilizadas no registraron mortandad tanto en las plantas inoculadas
como en los testigos solo mostraron sintomas hasta la escala uno y dos del indice de
severidad, los autores suponen que la baja mortalidad y grado de afectacion en P. abies,
y L. decidua, pudo deberse a la edad de las plantulas puesto que no eran tan pequefias

en comparacién con otras evaluaciones en plantulas de menor edad.

Morandi et al., (2018), evaluaron el efecto de estrategias de riego sobre la relacién de
intercambio gaseoso, el estado hidrico de la planta los componentes del rendimiento y la
productividad del uso del agua en vides injertadas usando estrategias de riego, se aplico
riego continuamente al 100% el cual se consider6 como aplicacion testigo, la primera
evaluacion de riego fue la aplicaciéon al 80% respecto al testigo, la segunda evaluacion
fue al 50% respecto al testigo y finalmente se evalué la aplicacién al 30% respecto al
testigo, el uso de menos agua afecto de manera significativa tanto en la segunday tercera
aplicaciéon de riego, teniendo reduccion del peso y diametro de las uvas, los autores
consideran que los resultados muestran que las vides injertadas utilizadas para esta
investigacion eran tolerantes al estrés hidrico, aunque hubiese sido mejor si también se

hubiesen contemplado las diferencias genotipicas entre los cultivos.
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Avila-Angulo et al. (2017), evaluaron el efecto de 3 niveles de riego en la etapa de
endurecimiento sobre la calidad Pinus oaxacana, este estudio se realizO en los
invernaderos del posgrado en Ciencias forestales del Colegio de Posgraduados Campus
Montecillo, Estado de México, el manejo de planta en vivero incluyo riegos ligeros (1 a 3
cm., de profundidad) después de seis semanas se utilizaron riegos pesados para que las
plantas se recuperaran del estrés hidrico al que habian sido sometidas (a capacidad de
campo), los tratamientos de endurecimiento con distintos niveles de riego presentaron
diferencias significativas, en contraste, las plantas con tratamientos de riego escaso

tuvieron los valores menores de didmetro y peso seco total.

Dumroese et al. (2015), evaluaron diferentes niveles de riego en 70 especies diferentes
de plantas en un vivero con capacidad de produccion de 10 millones plantas, para lo cual
fue necesario determinar el peso seco de los contenedores al igual que el peso de los
contenedores cuando estos estaban regados a capacidad de campo, esto con la finalidad
de realizar los calculos adecuados de los distintos riegos que se ocuparian, una vez que
se obtuvieron los datos fue posible conocer las cantidades de agua necesarias en
distintas especies de plantas, ya que el exceso de riego puede causar enfermedades en
las raices al igual que en el follaje ademéas de que puede propiciar las condiciones
adecuadas para que proliferen insectos que son considerados vectores de
enfermedades, también los nutrientes se encuentran en riesgo de perderse por medio de
la lixiviacion que se ve favorecida con este escenario, por otro lado la falta de riego puede
favorecer la acumulacion de sales en el sustrato utilizado lo cual afectaria el sistema
radicular de las plantas que a su vez puede provocar la muerte de las mismas, desde
esta perspectiva se hizo notoria la importancia del uso adecuado del riego al conocer

cuando y cuanto era necesario aplicar riego

Escamilla-Hernandez et al. (2015), analizaron el efecto de tres fertilizantes de liberacion
controlada con tres dosis (baja, media y alta) en plantas de teca (Tectona grandis L. f.),
el sustrato base fue mezcla de vermiculita, agrolita y turba de mugo, puesto que la
fertilizacion es el segundo factor considerado después del riego se considera necesario
conocer las dosis adecuadas para produccién de planta de calidad, para ello se ocupé

semilla certificada procedente del Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y
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Ensefianza (CATIE), al realizar la extraccion de las plantulas de los sustratos para realizar
los indices de calidad de planta se obtuvo que los valores en indice de robustez tuvo una
variacion entre 1.7 y 3.3, lo cual indica que obtuvieron buena calidad segun el indice de
calidad de robustez, la relacion peso seco aéreo y peso seco radical presentaban datos
gue al interpretarlos sugieren que las raices son de buena calidad para poder transportar
nutrientes a la parte aérea, en base al indice de calidad de Dickson se pudo determinar
que las plantas fertilizadas con Basocote tuvieron mejores resultados, las fertilizadas con
Osmocote tuvieron buenos resultados aunque se pudo observar que este fertilizante se
liberé con mayor velocidad que los otros dos, en los sustratos en los que se aplico
Multicote el desarrollo de las plantas no se considerd favorable puesto que analizando

los indices de calidad de planta se lleg6 a la conclusion que estas eran de mala calidad.

Jesus-Reyes et al. (2018), evaluaron el uso de fertilizantes hidrosolubles y los de
liberacion controlada para produccién de Prosopis laevigata (Mezquite) usando como
sustrato la mezcla de turba de musgo y corteza de pino en proporcién 50:50, con ello se
pudieron establecer nueve tratamientos, las dosis de fertilizantes de liberacion controlada
fueron 3y 6 g L distribuidos en todos los tratamientos a excepcion del tratamiento uno
que se utilizé como testigo, en dichos tratamientos se aplicaron los tres distintos
fertilizantes hidrosolubles cada 48 horas en dosis de 100 mg L1, las dosis de fertilizacion
controlada no mostraron diferencias significativas entre ellas, los fertilizantes
hidrosolubles fueron similares al testigo que solo se le aplico agua, puesto que los
fertilizantes hidrosolubles son mas costosos los autores recomiendan el uso de
fertilizantes de liberacién controlada puesto que disminuye el costo de produccion de

planta logrando la produccion de plantas de buena calidad.
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CAPITULO 3 Tres niveles de riego en Pinus devoniana con dos
dosis de fertilizacion en presenciay ausencia de Fusarium circinatum

3.1 Resumen
Introduccion: F. circinatum (Nirenberg y O"Donnell), es uno de los principales patégenos
en viveros con arboles de Pinus, los factores que pueden influir en la incidencia, son la
cantidad de agua durante el riego y las dosis de fertilizacion.
Objetivo: evaluar tres niveles de riego y dos de nutricion, en presencia y ausencia del
hongo.
Metodologia: la siembra de semillas de Pinus devoniana (Lindley), se realizo el 11 de
junio de 2021. Se utilizaron charolas de 25 tubetes de 220 ml. El sustrato fue con base
en aserrin, turba y corteza (60:20:20). El fertilizante fue Multicote®. EI disefio
experimental fue parcelas subdivididas, con 12 tratamientos y cuatro repeticiones, la
mitad inoculado con el patdgeno a cuatro meses de edad el pino. Las mediciones para
registrar la incidencia se hicieron durante 5 meses.
Resultados: la interaccion del riego, dosis de fertilizacion e inoculacion fue significativa
(p< 0.05) en los tratamientos al 70%, en comparacion con los niveles de riego al 100% y
80%. Concluido el experimento, se realiz6 el andlisis nutrimental de N, P y K, identificando
valores altos en P y K; en N los fueron bajos, en los indices de calidad de planta, fue bajo
el indice de robustez y alto en la relacion PSA/PSR y el indice de calidad de Dickson.
Conclusion: el riego al 100% tuvo menor incidencia, con fertilizacion a 7g/L, present6
mejor control del patdgeno, la concentracion de P y K resultd alto y N bajo, debido a la

materia organica presente en el sustrato.

Palabras clave: patdgeno, pino, postulados, caracterizacion morfolégica, aserrin.

Palabras clave: patégeno, cepa, plantas, postulados, morfoldgica, sustrato.
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CHAPTER 3 Three irrigation levels on Pinus devoniana with two
fertilization doses in the presence and absence of Fusarium
circinatum

3.1.1 Abstract
Introduction: F. circinatum (Nirenberg and O'Donnell) is one of the main pathogens in
nurseries with Pinus trees, the factors that can influence the incidence are the amount of

water during irrigation and fertilization doses.

Objective: to evaluate three levels of irrigation and two levels of nutrition, in the presence

and absence of the fungus.

Methodology: Pinus devoniana (Lindley) seeds were sown on June 11, 2021. Trays of
25 tubes of 220 ml were used. The substrate was based on sawdust, peat and bark
(60:20:20). The fertilizer was Multicote®. The experimental design was subdivided plots,
with 12 treatments and four replicates, half of which were inoculated with the pathogen at
four months of age. Measurements to record the incidence were made during 5 months.

Results: the interaction of irrigation, fertilization dose and inoculation was significant (p<
0.05) in the 70% treatments, compared to the 100% and 80% irrigation levels. At the end
of the experiment, the nutritional analysis of N, P and K was carried out, identifying high
values for P and K, low values for N, low values for the robustness index and high values
for the PSA/PSR ratio and Dickson's quality index.

Conclusion: el riego al 100% tuvo menor incidencia, con fertilizacién a 7g/L, presento
mejor control del patdgeno, la concentracion de P y K resultd alto y N bajo, debido a la

materia organica presente en el sustrato.

Keywords: pathogen, strain, plants, postulates, morphological, substrate.
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3.2 Introduccioén

A nivel nacional, los viveros forestales han tomado gran relevancia gracias a los
programas de reforestacion ya que se encargan de la produccion de la planta que sera
utilizada en ellos, esta debera contar con las caracteristicas necesarias para su
supervivencia en campo, y es precisamente en el vivero donde se le proporcionan los
cuidados necesarios para que pueda considerarse como planta de calidad, por lo que su
estadia aqui sera crucial para el éxito del programa (Rojas-Rodriguez, 2006).

Existen dos factores muy importantes a considerar en la produccién de planta, el primero
es la sanidad, ya que existen patégenos que atacan durante la etapa de vivero y pueden
provocar graves peérdidas en la produccion, los mas sobresalientes son los hongos y, uno
de los mas peligrosos es Fusarium circinatum, quien provoca una enfermedad conocida
como “Secadera” que puede verse favorecida por un mal manejo en la fertilizacion y por
estrés hidrico (Vivas & Solla, 2009); el segundo factor es la calidad de planta, esta
evaluacion debera realizarse previa al trasplante, en ella se analizaran caracteristicas
morfologicas y fisioldgicas en base a pardmetros propios del tipo de crecimiento de la
especie, las cuales podran conjuntarse en indices como el de “esbeltez” y de “Calidad de

Dickson” (Saenz-Reyes et al., 2014).

Fusarium circinatum, es un hongo ascomicete cosmopolita que ataca al género Pinus
spp. en las diferentes etapas de su ciclo de vida; durante la fase de vivero afecta tanto
en preemergencia, dafiando al embrion y evitando la germinaciéon, como en post
emergencia, donde provoca constriccion del tallo a nivel de cuello y pudre el sistema
radical (Garcia-Diaz et al.,2017), debido a su importancia se ha recurrido a la busqueda
de estrategias que permitan conocer mejor al hongo y con base a eso su control, algunas
de ellas se enfocan al manejo de la intensidad de riego y de la dosis de fertilizacion

aplicada al sustrato.

Dumroese et al., 2015, realizaron una evaluacion para conocer las necesidades de riego
de la produccion en base al peso referido de las charolas donde se encuentran
desarrollandose las plantulas; Aguilera-Rodriguez et al., 2016, evaluaron el efecto que

tiene la aplicacion de fertilizantes de liberacion controlada en diferentes sustratos y su
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efecto en el desarrollo de Pinus montezumae; finalmente, Zufiga, et al., 2018 quienes

evaluaron la productividad de uva en relacion con las estrategias de riego.

Se esperaba que al terminar la fase experimental de este proyecto la poblacién con menor
incidencia sea aquella desarrollada en los tratamientos donde se aplicé el riego al 80% y
la dosis de fertilizacion con 7 g/L. Las concentraciones de Nitrogeno, Fosforo y Potasio
presentaran deficiencias nutricionales en contraste con los niveles iniciales al montar el
experimento. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto causado por la aplicacién
de tres niveles de riego y dos niveles de nutricion, en plantulas de Pinus devoniana
(Lindley), sobre la patogenicidad presentada en la poblacion, la calidad de planta

evaluada a partir de indices morfoldgicos y la concentracién de N, P y K en sustrato.

3.3 Materiales y métodos
3.3.1 Area de estudio
El 11 de junio de 2021 se establecio el experimento en los invernaderos de la Division
de Ciencias Forestales (DiCiFo) de la Universidad Autbnoma Chapingo, Texcoco,
México, localizados en las coordenadas geogréficas 19° 29" 34” Ny 98° 53" 38” O, a una
altitud de 2240 msnm, donde la temperatura anual varia de 6° C a 26° C, temperatura

media anual de 15.9° C, con una precipitacion media anual de 682.0 mm. (Conagua 2022)

Figura 2. Mapa que destaca el estado de México, fuente: travelbymexico.com
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Figura 3. Division de Ciencias Forestales (DiCiFo), elaborado en ArcGis

3.3.2 Disefio y analisis del experimento

El experimento se llevé a cabo bajo un disefio experimental en parcelas subdividas Se
evaluaron tres niveles de riego (100%, 80% y 70%), dos dosis de fertilizaciéon (3.5% y
7%) y la inoculacién de Fusarium circinatum (con y sin) de tal manera que se generaron
doce tratamientos y se realizaron cuatro repeticiones. Cada repeticién estuvo compuesta
por 25 cavidades porta tubetes y la unidad experimental estuvo constituida por las cinco
plantas elegidas al azar de cada repeticion (veinte plantulas por tratamiento), dando un
total de 240 plantulas evaluadas en todo el experimento. Para el andlisis de la informacion
se utilizé6 un modelo mixto y para la comparaciéon de medias se emple6 el método de
Tukey.

Los disefios de parcelas divididas son necesarios cuando los niveles de algunos
factores de tratamiento son mas dificiles de cambiar durante el experimento que las de
los demas. En un disefio de parcelas divididas, las unidades experimentales se
denominan parcelas divididas y se anidan dentro de parcelas completas, que a su vez

pueden o no estar anidadas dentro de bloques (Dean et al., 2017).

Las parcelas divididas dentro de cada parcela completa se asignan al azar a los niveles
de uno o mas de los factores que se evaltan. Los niveles de otros factores de tratamiento
se asignan a parcelas enteras y permanecen constantes para todas las parcelas divididas

dentro de una parcela completa. Por lo general, estos seran los factores cuyos niveles
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son dificiles de cambiar, y los efectos de sus niveles se comparan con menos precision

gue los asignados a las parcelas divididas (Dean et al., 2017).

En esta investigacion, fue necesario utilizar este disefio experimental debido a que se
tienen 3 factores importantes sobre la incidencia de F. circinatum en plantas de P.
devoniana, teniendo 3 parcelas que son representadas por los tres niveles de riego, y
dos factores con dos niveles cada uno, la fertilizacién (alta y baja) y la inoculacién del
patégeno (con y sin).

La hipétesis nula respecto a los diferentes factores incluidos en el modelo es que, no
existe significancia del riego, fertilizacién, e inoculacién del patégeno en la incidencia del
hongo F. circinatum. Mientras que la hipétesis alternativa es que, todos estos factores
mencionados en algun nivel presentan un efecto sobre la incidencia y por lo tanto

mortalidad de la planta por el patégeno.

3.3.2.1 Modelo estadistico

Yijri = U +%+ Sy + T + (X )5 + @iji + B + (X Bim + (@B jm + (X T Bijm + Eijmu
u= Media general

o= Efecto de la parcela grande (riego)

Si = Error aleatorio de la parcela grande

T = Efecto de la parcela chica (fertilizacion)

(xt);; = Efecto de la interaccion entre parcela grande y chica
Qiji = Error aleatorio de la parcela chica

Bm = Efecto de la inoculacion

(x B)im = Efecto de la interaccién parcela grande con inoculacion

(tB)jm = Efecto de la interaccion parcela chica con inoculacion
(x 7 8);jm= Efecto de la interaccion parcela grande, chica e inoculacion

Eijml = Error aleatorio

3.3.3 Contenedores empleados
Se ocuparon 48 charolas en total, acomodadas de la siguiente manera: 24 charolas
llenadas con sustrato base de aserrin de pino que llevaron 3.5 g L' de Multicote /

5
Enviado a Revista Chapingo Serie Ciencias Forestales y del Ambiente



Siembra, otras 24 charolas con aserrin de pino que llevaron 7.0 g L* de Multicote /
Siembra, cada charola contuvo 25 tubetes plasticos con capacidad de 220 ml las
charolas fueron distribuidas en 12 tratamientos con cuatro repeticiones, los tratamientos
uno, dos, tres, cuatro, cinco y seis tenian la dosis de fertilizaciéon de 3.5 g L' de Multicote
al sustrato y con los niveles de riego, 100% (tradicional), al 80% y 70% respectivamente,
los tratamientos siete, ocho, nueve, diez, once y doce tenian la dosis de fertilizacion de
7.0 g L't de Multicote al sustrato también incluian los niveles de riego anteriormente
mencionados, al igual que la presencia y ausencia del hongo patogénico.

3.3.4 Sustrato y semilla

Se realiz6 una mezcla de aserrin de pino + turba de musgo + corteza de pino, en
proporcién 60:20:20, esta mezcla se dividid en dos partes, a una se le agrego Multicote®
(18N-6P-12K+ME), como fertilizante, con tiempo de liberacion de 8 a 9 meses en dosis
3.5 gL'y ala otra parte una dosis de 7.0 g L'1. Posteriormente se procedié a lavar las
semillas usando hipoclorito de sodio al 6% durante 10 minutos, una vez hecho esto las
semillas se dejaron en remojo durante 24 horas, transcurrido este tiempo se realizé una
segunda desinfeccion con hipoclorito de sodio al 3% durante cinco minutos, las semillas
se obtuvieron del vivero forestal Atzimba, ubicado en el municipio de Zinapécuaro,
Michoacan, los tubetes se llenaron en las rejillas y estas se separaron conforme a la dosis
de fertilizacién correspondiente quedando las rejillas con dosis de fertilizaciéon 3.5% g L*
de lado derecho y las de 7.0 g L' al lado izquierdo si se ve desde la entrada del vivero,
una vez que se tuvo ese orden se procedio a sembrar dos semillas de Pinus devoniana
de manera directa por tubete dando un total de 50 semillas sembradas por rejilla o 200
por tratamiento, terminado el proceso de siembra se realiz6 un riego pesado a todo el
experimento y riegos moderados cada tercer dia hasta que se realizara la inoculacién; 39
dias después y una vez que las semillas terminaron a germinar, se realiz6 el repique
dejando una sola planta por tubete teniendo en total 1,200 plantas en total por todo el

experimento.
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3.3.5 Experimento (Riego, Fertilizacion y F. circinatum)

Como primer factor se evaluo el riego que incluia 3 niveles: los cuales son (Riego 1)
esquema tradicional (diario), (Riego 2) aplicado cuando el peso de las charolas era
inferior al 80% en relacion con el peso de las charolas regadas a saturacion, (R3),
aplicado cuando el peso de las charolas fue menor a 70% en relacion con el peso de
estas a saturacion, el segundo factor que se consider6 fueron dos diferentes tipos (dosis)
de fertilizacién: las cuales son, dosis baja de (3.5 g/ L de sustrato) y la dosis alta de (7 g
/ L de sustrato). El sustrato utilizado en todos los tratamientos estaba compuesto por,
aserrin de pino, turba de musgo y corteza de pino en una proporcion de 60:20:20; El
tercer factor considerado fue la presencia de F. circinatum, el cual corresponde a los
tratamientos inoculados, mientras que la ausencia del patégeno fueron los tratamientos
gue no se inocularon.

3.3.6 Calculo para aplicacion de riego
Los niveles de riegos aplicados se calcularon en base a la formula de Dumroese et al.
(2015), la cual consiste en regar las charolas a saturacién y posteriormente pesarlas, el
riego a saturacién se tomo6 como el riego al 100%, posteriormente se determinaron los
porcentajes de 80% y 70%, calculando el valor de la charola a capacidad de campo por
el porcentaje de riego objetivo, con lo cual obteniamos el peso objetivo sin ajuste, el cual
se multiplico por el peso de charola vacia, de este modo se llegd al peso objetivo, los
riegos al 80% tuvo como resultado 4.09 kg y en el 70% el resultado fue 3.58 kg.
Donde
CCC = Charola a capacidad de campo
PRO = Porcentaje de riego objetivo
POSA = Peso objetivo sin ajuste
PCV = Peso de charola vacia

(CCC * PRO = POSA * PCV) = Agua aplicada respecto al porcentaje objetivo

3.3.7 Cepa de Fusarium circinatum
Para la preparacion del inoculo se reactivaron cepas del laboratorio de Patologia Forestal
de la Division de Ciencias Forestales de la Universidad Autonoma Chapingo, con ayuda

de un mechero, agujas de diseccién, cajas Petri con medio de cultivo (PDA) de marca
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comercial Bioxon® previamente preparadas, una vez que las colonias crecieron se
realizaron pruebas de patogenicidad, para ello se colectaron plantulas sanas de Pinus
devoniana con cuatro meses de edad, a dichas plantas se les aplicé F. circinatum
realizando el licuado y se inocul6 a las plantas por medio de los métodos de puncion en
la base de las aciculas, directo al sustrato, y del método de discos en la base del tallo,
posteriormente se metieron en una camara humeda durante un dia para favorecer el
desarrollo del patégeno, 15 dias después estas plantas presentaron doblamiento del
brote principal y coloracion rojiza en el follaje, asi como pudricion en tallo y raiz, los cuales
fueron seccionados en fragmentos de 6 mm, posteriormente, dichos fragmentos se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3%, se les realizo un triple lavado con agua
destilada estéril, se secaron totalmente con toallas absorbentes esterilizadas y se
colocaron en cajas Petri con PDA (Papa Dextrosa y Agar) como medio de cultivo, y se
incubaron durante 10 dias a una temperatura de 10°C dentro del Laboratorio de
Entomologia y Patologia de la Division de Ciencias Forestales de la Universidad
Autonoma Chapingo, todo esto con la finalidad de obtener un aislamiento codificado
como F5-T9-R3, el cual se incrementé en 15 cajas Petri con PDA hasta obtener una
colonia de F. circinatum que abarcara en su totalidad la base de la caja Petri; todo el
procedimiento se realizé en laboratorio y condiciones asépticas basado en la metodologia
de Garcia., et al (2017).

3.3.8 Inoculacién con F. circinatum a plantulas de P. devoniana

Una vez determinada la cepa y el método de inoculacion mas efectivo en cuanto a
patogenicidad se realizaron a reaislamientos de la cepa F5-T9-R3 en doce cajas Petri
con medio de cultivo PDA para que se desarrollara durante quince dias, al término de
estos se procedi6é a corroborar el desarrollo de dichas colonias y cuando cubrieron toda
la caja Petri, estas se vertieron en una licuadora marca Osterizer® en la cual se procedio
a licuar las colonias de la cepa patogénica, el licuado se vacio en 12 litros de agua
destilada y se mezclé homogéneamente, de dicha mezcla se tomaron dos muestras para
realizar el conteo de conidios utilizando la camara de Neubauer y con ayuda de un
microscopio compuesto se observaron los conidios presentes. Con base en numero de

conidios encontrados fue posible determinar que la inoculacién debia estar a una
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concentracion de 4 x 10%/ml, utilizando una jeringa aséptica se tomaron 20 mililitros de la
mezcla del licuado de las colonias patogénicas y se aplicaron a cada tubete, esto se
realiz6 con base en una prueba de lixiviacion, previamente hecha en los tratamientos,
resultando 20 ml como la cantidad requerida por los tubetes para que comenzaran a
gotear. Los seis tratamientos inoculados fueron los impares, con sus diferentes niveles
de riego, 100% (diario), 80% y 70% vy las dos dosis de fertilizacion (alta y baja), las
charolas se acomodaron de acuerdo con un patron de aleatorizacion, que también
considerd los tratamientos con ausencia del patégeno. Solo se tomo6 en cuenta que no
debian salir de la parcela a la que pertenecian, misma que fue determinada por el tipo de
riego que estaba siendo utilizado, la inoculacion se realizé a los cuatro meses posteriores

al término de la germinacion.

Figura 4. Preparacion del inoculo de F. circinatum. A) cajas Petri con colonias del patégeno; B) Licuado
del patégeno y vaciado en agua destilada; C) Toma de muestra y conteo de conidios presentes para
calcular la concentracién; D) Aplicacion de 20 ml., del inoculo en las plantas.
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Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos

Numero de tratamiento Composicion de los tratamientos Clave
Tratamiento 1 Riego tradicional + Multicote al 3.5% + F. circinatum R100, 3.5 g, Fc.
Tratamiento 2 Riego tradicional + Multicote al 3.5% R100,3.5¢g
Tratamiento 3 Riego al 80% + Multicote al 3.5% + F. circinatum R80, 3.5 g, Fc.
Tratamiento 4 Riego al 80% + Multicote al 3.5% R80,3.5¢
Tratamiento 5 Riego al 70% + Multicote al 3.5% + F. circinatum R70, 3.5 g, Fc.
Tratamiento 6 Riego al 70% + Multicote al 3.5% R70,3.5¢
Tratamiento 7 Riego tradicional + Multicote al 7% + F. circinatum R100, 7 g, Fc.
Tratamiento 8 Riego tradicional + Multicote al 7% R100,7g
Tratamiento 9 Riego al 80% + Multicote al 7% + F. circinatum R80, 7 g, Fc.
Tratamiento 10 Riego al 80% + Multicote al 7% R80,7¢g
Tratamiento 11 Riego al 70% + Multicote al 7% + F. circinatum R70, 7 g, Fc.
Tratamiento 12 Riego al 70% + Multicote al 7% R70, 749

Numero de tratamiento = Tratamientos del 1 — 12; Composicién de los tratamientos = Nivel de riego, dosis
de fertilizante e inoculacién o no inoculacién aplicada a los tratamientos.

3.3.9 Postulados de koch, purificacion y preservacion de cepa de F. circinatum

Se sembraron porciones de raiz de las plantulas enfermas en medio de cultivo PDA con
sulfato de estreptomicina® (0.05 mg por litro), que previamente fueron cortadas a un
centimetro de largo aproximadamente, se desinfectaron durante un minuto en hipoclorito
de sodio al 3% posteriormente se lavaron tres veces en agua destilada estéril para
finalmente secarse en toallas Sanitas® esterilizadas, dichas siembras se dejaron en
desarrollo durante 12 dias, para el re-aislamiento del patégeno y corroborar los
postulados de Koch, una vez desarrolladas las colonias se extrajeron discos de la cepa
con ayuda de un saca bocados de cinco mm de diametro, las cuales se colocaron en
cajas Petri con PDA para purificar la cepa del patdogeno y de este modo evitar
contaminacion de la misma, para lograrlo se dejaron a 28° C en el cuarto de siembra con
iluminacién durante 288 horas, obtenidos los aislamientos puros se procedio a realizar la
transferencia nuevamente usando la técnica de extraccion de discos ya descrita, en cajas
Petri con triple division y tres medios de cultivo distintos para que se desarrollasen las
diferentes estructuras del patdgeno, los medios de cultivo previamente preparados

estaban compuestos de PDA (Papa Dextrosa Agar), CLA (Agua Agar con hojas de clavel)
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y SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar). Esto se realiz6 en base a la descripcion

realizada por (Koch, 1876) y corroborada por diversos autores.

Figura 5. Procedimiento realizado para formacién de estructuras de F. circinatum. A) Planta con
sintomas de la enfermedad; B) Lavado de trozos de raiz obtenidos de la planta enferma; C) Siembra de
raices lavadas en medio de cultivo PDA; D) Aislado purificado de F. circinatum; E) Extraccion de discos
para colocar en tres medios de cultivo; F) Colonias desarrolladas de F. circinatum en PDA, CLA y SNA.

3.3.10 Caracterizacién morfolégica de F. circinatum

Posterior al desarrollo de la cepa de F. circinatum en los tres medios de cultivos se
realizaron preparaciones tomando micelio de los distintos medios ocupando porta
objetos, glicerina, aguja de diseccién, la extraccion de micelio y cubre objetos, fue
necesario realizar diez preparaciones de cada medio de cultivo, para lo cual se utilizé la
campana de flujo laminar vertical de la marca Lumistell® modelo LVC-90e clase Il Tipo
A2, dichas preparaciones se procedieron a observar en un microscopio compuesto marca
Leica modelo DM 2500® para observar las estructuras desarrolladas, las cuales fueron

conidiéforos, fidlides, circinas, ademas de la presencia de esporodoquios los cuales
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debido a su tamafio fueron captados con un microscopio estereoscopico marca Leica
modelo M80®.

Figura 6. Preparaciones utilizadas para revisar estructuras de F. circinatum. A) Estructuras
desarrolladas en medios de cultivo PDA, CLA y SNA, B) Preparaciones realizadas de los tres medios de
cultivo; C) Observacion de estructuras de las distintas preparaciones.

3.3.11 Patogenicidad e incidencia de Fusarium circinatum

La patogenicidad de la cepa Fusarium circinatum empleada, se determind por su
capacidad para causar enfermedad, mediante los sintomas tipicos ocasionados por F.
circinatum, para ello se realiz6 el registro semanal de sintomas de las plantas inoculadas.
Para determinar el efecto de los tratamientos se evalud diaria y semanalmente la
incidencia de F. circinatum y se obtuvo el porcentaje acumulado de plantas enfermas. La
evaluacion de incidencia y patogenicidad se realizé desde finales de noviembre de 2021
hasta finales de abril de 2022.
Mediante la formula de Townsend & Heuberger. (1943), se pudo determinar el porcentaje

de severidad presente por tratamiento, la cual se describe a continuacion.
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GIAE (%) = [Z(n «v)/(N V)| x 100

Donde:

n = Grado de infeccion acorde a la escala
v = Numero de plantas por categoria

N = Grado maximo de infeccion

V= Numero total de plantas

Figura 7. Escalas de dafios ocasionados por F. circinatum. A) Planta sana, escala 0; B) Planta con
doblamiento del apice, escala 1; C) Planta con amarillamiento, escala 2; D) Plantas con puntas secas y
marchitamiento inicial en la planta, escala 3; E) Planta muerta, escala 4.

Para ello fue necesario realizar un indice de severidad basado en el que menciona
Robles Yerena et al. (2017), en el cual se registraron los sintomas y mortandad presentes
en las plantas, clasificados con escalas las cuales fueron; clase 0 = 0% de dafio (la cual
se considera que son plantas asintomaticas), clase 1 = 25% de dafo (las cuales tenian
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las aciculas del apice dobladas o caidas), clase 2 = 50% de dafio (con clorosis o
amarillamiento), clase 3 = 75% de dafio (las puntas aparentaban estar secas, Yy

comenzaban a marchitarse las plantas), clase 4 = 100% de dafio (la planta murid).

Cuadro 2. Clasificacion de infestacion observada por F. circinatum

Numero de
tratamiento Clave Clase 0 Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4
Tratamiento 1 R100, 3.5 g, Fc. 75 7 4 10 4
Tratamiento 2 R100, 3.5¢ 98 1 0 1 0
Tratamiento 3 R80, 3.5 g, Fc. 56 7 17 12 8
Tratamiento 4 R80,3.5¢ 97 1 1 1 0
Tratamiento 5 R70, 3.5 g, Fc. 30 7 15 19 29
Tratamiento 6 R70,3.5¢ 68 12 13 7 0
Tratamiento 7 R100, 7 g, Fc. 78 1 5 8 8
Tratamiento 8 R100,7g 99 0 0 1 0
Tratamiento 9 R80, 7 g, Fc. 75 2 6 10 7
Tratamiento 10 R80, 7 g 99 0 1 0 0
Tratamiento 11 R70, 7 g, Fc. 28 9 13 20 30
Tratamiento 12 R70,7¢ 93 2 3 2 0
Total N/A 896 49 78 91 86

Clase = Numero de plantas de acuerdo a las escalas de afectacion; Total = NiUmero de plantas por clase;
N/A = No aplica
3.3.12 Estandares.

La evaluacion se realizo hasta el dia 24 de abril de 2022. Se seleccionaron al
azar 20 plantas por tratamiento. Las variables fueron: didmetro del tallo, medido en la
seccién del cuello de laraiz principal desde la primera raiz lateral; altura de la parte aérea,
medida desde el punto donde se midi6 el diametro del tallo hasta el apice de la yema
terminal. Con una balanza analitica (OHAUS, modelo Galaxy 200), se pesaron las plantas
previamente llevadas al horno de secado (FELISA, FE-143) a 70 °C, durante 72 horas

para determinar los indices de calidad de planta, segun (Dickson, et al.1960).

A PSA PSTP
IR:E PSTPzﬁ ICDzm
D PSR

Donde
A = Altura
D = Didametro
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PSA = Peso seco aéreo
PSR= Peso seco radical
PSTP = Peso seco total de la planta
IR = indice de Robustez
ICD = indice de Calidad de Dickson

Figura 8. Metodologia aplicada en indices de calidad de planta. A) seleccién de planta por tratamiento;
B) Lavado de raices; C) Medicidn de altura y didmetro; D) Corte de raiz y parte aérea de la planta; E)
Secado de raiz y parte aérea en estufa de secado; F) Toma de datos de las plantas secas.

3.3.13 Extracciones de N, Py K con reactivos
En el DEIS en Suelos se realizaron evaluaciones de las concentraciones de Nitrégeno,
Fosforo y Potasio (N, P y K) en el sustrato para corroborar el consumo de nutrientes y si
se vio reflejado en las plantas en relacion con el indice de calidad de planta. Se tomaron
plantas al azar a las cuales se les retiré el sustrato, de estos sustratos se tomaron 2.5
gramos para cada macronutriente en este caso N, P y K. De las muestras se realizaron
extracciones que posteriormente se analizarian para determinar los niveles de N, Py K
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Figura 9. Sustrato para realizar extracciones y analisis. A) Seleccion de plantula con sustrato tomadas
al azar; B) Muestras de sustrato cernidas; C) Muestras de sustrato pesadas para realizar extracciones; D)
reactivos utilizados para realizar extracciones y analisis.

3.3.14 Determinacion de pH, N, Py K
Fue necesario determinar el pH del sustrato en los tratamientos, se tomaron diez

gramos de cada muestra en envases de vidrio. Esto para determinar el tipo de solucién
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extractora utilizada para el Fosforo, en los tratamientos del uno al diez se utilizé solucion
extractora Olsen por tener pH >7, en los tratamientos 11 y 12, se utilizd soluciéon
extractora Bray and Kurtz para pH < 7. El Nitrégeno se determin6 colocando 10 ml de
HsBOs con indicadores en matraces Erlenmeyer de 125 ml conectados a los tubos de
salida del refrigerante, posteriormente se pipetearon 10 ml de las extracciones y se
colocaron en matraces de destilacion a los cuales se les agregaron 0.2 gramos de (MgO)
y de aleacion de Devarda. En cuanto al Potasio solo fue posible extraerse y se opto por
enviarse a un laboratorio para realizar las lecturas, esto en bajo la NORMA Oficial
Mexicana NOM-021-RECNAT-2000 (SEMARNAT, 2002).

Figura 10. Determinacion de cantidad de nutrientes presentes en el sustrato por tratamiento y repeticion.
A) Tubos de agitacidon con extracciones en centrifuga después de haber pasado por agitacién; B)
Extracciones filtradas con papel filtro dejAndose acumular en vasos de precipitados; C) Pipeteo de alicuotas
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para posteriormente medir las cantidades presentes de nutrientes; D) Muestras de Fosforo listas para
medir; E) Titulacién de muestras de Nitrégeno.

3.4. Resultados

3.4.1 Germinacién de plantulas de Pinus devoniana

Las primeras plantulas comenzaron a germinar el dia 24 de junio del 2021, 13 dias
después de la siembra de las semillas de Pinus devoniana y a partir de ese dia se
comenzo a realizar el conteo de germinacion del experimento, dicho conteo tuvo una
durabilidad de 35 dias terminando el dia 29 de julio de 2021, el cual esta fuera por cinco
dias de lo que reporta (Romero-Arenas et al. 2014), aunque se debe considerar que no
se trata de la misma especie, dicho conteo de germinacion se realizé con la finalidad de
tener un dato estimado sobre el tiempo que termina la germinacién de Pinus devoniana,
en este caso el porcentaje de germinacion fue de 57.70%, lo cual fue suficiente para

desarrollar el experimento. (Figura 11)
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Figura 11. Germinacién acumulada de Pinus devoniana a los 35 dias, se representa el porcentaje de
germinacion y el nimero de plantas emergidas semanalmente.

3.4.2 Purificacion de aislados
De las plantas con sintomas de enfermedad se obtuvieron 10 aislados de los cuales

en todos se presentaron crecimiento de colonias del patdégeno F. circinatum.
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3.4.3 Incidenciay severidad de F. circinatum en plantulas de P. devoniana
Los sintomas observados en las plantulas de Pinus devoniana por Fusarium circinatum
fueron inicialmente en los tratamientos 9 y 11 a los 13 dias de haberse inoculados,
comenzando con el doblamiento del 4pice de las plantas, para posteriormente presentar
clorosis, seguido del marchitamiento de las plantas tornandose rojizas para finalmente

morir, tal como lo describe(Garcia-Diaz et al. 2017) y (Flores-Pacheco 2017).

El andlisis realizado en base a los indices de severidad aplicados a los tratamientos
inoculados con sus respectivas repeticiones a los cinco meses de edad, indica que a los
10 meses de edad de las plantas que fue cuando se levantd el experimento, los
tratamientos 5 y 11 tuvieron mayor incidencia y los tratamientos 8 y 10 menor incidencia,
en la mayoria de los tratamientos el porcentaje de incidencia es bajo y coincide con lo
reportado con (Garcia-Diaz et al. 2017) en cuanto al tipo de sustrato que es el mismo en
el cual tuvo baja incidencia, en cuanto al riego los datos son similares a los reportados a
(Morandi et al. 2018) sefialando que a menor cantidad de agua el resultado es perjudicial
para el desarrollo de las plantas.

Cuadro 3. Porcentaje de incidencia del patégeno en cada tratamiento.

Numero de Clave Incidencia %
tratamiento

Tratamiento 1 R100, 3.5 g, Fc. 25
Tratamiento 2 R100,3.5¢ 2
Tratamiento 3 R80, 3.5 g, Fc. 44
Tratamiento 4 R80,3.5¢ 3
Tratamiento 5 R70, 3.5 g, Fc. 70
Tratamiento 6 R70,3.5¢ 32
Tratamiento 7 R100, 7 g, Fc. 22
Tratamiento 8 R100, 7 g 1
Tratamiento 9 R80, 7 g, Fc. 25
Tratamiento 10 R80, 7 g 1
Tratamiento 11 R70, 7 g, Fc. 72
Tratamiento 12 R70,7¢g 7
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3.4.4 Efecto del riego en lainoculacién: con presenciay ausencia de F.
circinatum
A continuacion, se muestran tres graficas correspondientes a los tipos de riegos
utilizados durante la evaluacion de la incidencia de F. circinatum en los diferentes
tratamientos que fueron inoculados al igual que en aquellos que no se aplico el indculo
del patdgeno, representados en las figuras 12, 13y 14.

Riego al 100%
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25
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15

Incidencia %
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/ A A A A A A A A A A A
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Figura 12. Comportamiento de la incidencia en los tratamientos 1 (R100, 3.5 g, Fc), 2 (R100, 3.5g), 7
(R100, 7 g, Fc) y 8 (R100, 7 g).
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Figura 13. Comportamiento de la incidencia en los tratamientos 3 (R80, 3.5 g, Fc), 4 (R80, 3.5g), 9 (R80, 7
g, Fc) y 10 (R80, 7 g).
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Figura 14. Comportamiento de la incidencia en los tratamientos 5 (R70, 3.5 g, Fc), 6 (R70, 3.5g), 11 (R70,
79, Fc)y 12 (R70, 7 g).

A continuaciéon, se muestra en el cuadro de severidad las diferencias referentes al
porcentaje entre los tratamientos que fueron inoculados con F. circinatum y los que

estuvieron exentos de la inoculacion. Cuadro 4 y figura 15

Cuadro 4. Diferencias porcentuales de severidad entre tratamientos

Numero de Clave Severidad %

tratamiento
Tratamiento 1 R100, 3.5 g, Fc. 15.25
Tratamiento 2 R100,3.5¢9 1
Tratamiento 3 R80, 3.5 g, Fc. 27.25
Tratamiento 4 R80,3.5¢ 15
Tratamiento 5 R70, 3.5 g, Fc. 52.5
Tratamiento 6 R70,3.5¢ 14.75
Tratamiento 7 R100, 7 g, Fc. 16.75
Tratamiento 8 R100, 7 g 0.75
Tratamiento 9 R80, 7 g, Fc. 18
Tratamiento 10 R80, 79 0.5
Tratamiento 11 R70, 7 g, Fc. 53.75
Tratamiento 12 R70,7¢9 35
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Figura 15. Comparacion de la severidad entre tratamientos.

En base a la incidencia y severidad obtenida se realiz6 un analisis de correlacion entre
ambas variables, en el que se obtuvo el valor de 0.98832 dicha correlacion esta cercana
al 1, lo cual resulta ser alta. Lo que sugiere que la relacion entre ambas variables es semi
recta con pendiente positiva, lo cual da por hecho que cuando una aumenta la otra
también lo hard de manera proporcional.

El P-valor < .0001 el cual corresponde a la prueba de hipétesis nula apunta a que la
correlacion entre ambas variables es igual a cero, lo cual da a entender que la evidencia

estadistica contra la hipétesis de correlacion cero es fuerte.

3.4.5 indices morfolégicos de F. circinatum
De los aislados obtenidos y las preparaciones realizadas de las estructuras desarrolladas

en los tres medios de cultivo distintos se observaron las caracteristicas sefaladas en el
cuadro 5
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Cuadro 5. Estructuras de F. circinatum encontradas en las preparaciones de los
distintos medios de cultivo
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3.4.6 Fusarium circinatum (Nirenberg y O'Donnell)

Se encontré que las colonias desarrolladas presentaron consistencias algodonosas
con colores blancos en un principio que posteriormente se fue tornando a color fucsia
hasta llegar a una coloracién violacea en el medio de cultivo PDA, los esporodoquios se
formaron en el medio de cultivo CLA con coloracion naranja péalido, se encontraron
macroconidios en su mayoria con tres septos, las mediciones fueron 30.27-45.18 nm de
longitud, mientras la anchura fue de 3.17- 4.55 nm, teniendo como promedio 36.56 x 3.86,
con la célula basal poco desarrollada y la célula apical curvada, los microconidios
presentes tuvieron las formas oval, ovoide, alantoide, en los cuales no se encontraron
septos, estos se desarrollaron sobre mono y polifialides, las circinas que realmente son
hifas estériles en forma de espiral encontrados mayormente en medio de cultivo SNA, no
hubo presencia de clamidosporas o pseudo-clamidosporas, tal descripcién reflejada en
el cuadro 5y en la figura 16, y coinciden con las realizadas por (Garcia-Diaz et al. 2017),

(Flores-Pacheco 2017) y (Lopez-Moreno et al. 2019)
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Figura 16. Caracteristicas de F. circinatum A) Micelio con textura algodonosa; B) Diferenciacion del
micelio en PDA, CLA y SNA; C) Esporodoquios en medio de cultivo CLA; D) Macroconidios; E)
Microconidios; F) Mono fialides y poli fidlides; G; Hifas estériles (circinas).

3.4.7 indices de calidad de planta

De manera general el indice de robustez sefiala que en los tratamientos se tiene baja
calidad en las plantas debido a que a menor valor obtenido, menor es la calidad de la
planta, la relacion PSA/PSR, sugiere que la calidad de las plantas en la todos los
tratamientos es alta, por otro lado el indice de calidad de Dickson resulta ser el indice de
calidad de planta mas confiable al considerar todos los factores e indica que el tratamiento
con mejor calidad de planta es el tratamiento 10 que tuvo aplicacion de riego al 80%. La
evaluacion de calidad de las plantas de todos los tratamientos se realiz6 mediante los
indices de calidad de planta mayormente usados, los cuales son indice de calidad de
Dickson, indice de Robustez y relacion PSA/PSR en los cuales se obtuvieron los
resultados que se presentan a continuacién en el cuadro 6 y 7 ademas de las figuras
17,18 y 19.
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Cuadro 6. Valores que califican la calidad de planta con crecimiento cespitoso en
vivero forestal (Saénz et al., 2010)

indice de calidad Alto Bajo
IR > 8.0 <8.0
PSA/PSR >0.15 <0.15
ICD >0.5 <0.5

IR = indice de robustez; PSA/PSR = Peso seco aéreo y radical; ICD = indice de calidad de Dickson

Cuadro 7. indices de calidad de planta por tratamiento

Numero de Clave IR PSA/PSR ICD

tratamiento
Tratamiento 1 R100, 3.5 g, Fc. 2.46 2.22 0.55
Tratamiento 2 R100, 35¢g 2.37 2.38 0.51
Tratamiento 3 R80, 3.5 g, Fc. 2.76 2.16 0.73
Tratamiento 4 R80,3.5¢9 2.56 2.03 0.76
Tratamiento 5 R70, 3.5 g, Fc. 2.07 1.90 0.61
Tratamiento 6 R70,35¢ 2.37 2.34 0.66
Tratamiento 7 R100, 7 g, Fc. 2.66 3.18 0.96
Tratamiento 8 R100, 7 g 2.42 3.03 1.07
Tratamiento 9 R80, 7 g, Fc. 2.36 3.13 1.22
Tratamiento 10 R80, 749 2.54 2.28 1.56
Tratamiento 11 R70, 7 g, Fc. 2.45 221 1.01
Tratamiento 12 R70,7¢9 2.38 2.28 0.97

IR = indice de robustez; PSA/PSR = Peso seco aéreo y radical; ICD = indice de calidad de Dickson
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Figura 17. Comparacion entre tratamientos respecto al indice de Robustez.
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Figura 18. Comparacion entre tratamientos respecto a la relacién PSA/PSR.
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Figura 19. Comparacion entre tratamientos respecto al indice de calidad de Dickson.

De manera general el indice de robustez sefiala que en los tratamientos se tiene baja
calidad en las plantas puesto que a mayor valor obtenido, mayor es la calidad de la planta,
en cuanto a la relacion PSA/PSR, este indice sugiere que la calidad de las plantas en la
todos los tratamientos es alta, por otro lado el indice de calidad de Dickson resulta ser el
indice de calidad de planta méas confiable al considerar todos los factores desde los del
indice de robustez hasta la relacion PSA/PSR, en esta investigacion el indice de calidad
de Dickson apunta a que el tratamiento con mejor calidad de planta es el tratamiento 10
que tuvo aplicacion de riego al 80%, dosis de fertilizacién alta y no fue inoculado, los
indices de calidad de planta se realizaron en base a (Dickson et al. 1960), (Séenz et al.
2010) (Saenz et al. 2014) y (Salcido-Ruiz et al. 2021)

3.4.8 Cantidad de nutrientes encontrados en los tratamientos
Se encontro que los niveles para P y K son altos en N los niveles son bajos, ademas hubo
diferencias entre los riegos y las dosis de fertilizacion debido a que se lixiviaron
mayormente donde se aplicé riego al 100%, seguido del riego al 80% y 70%, debido a la
sensibilidad de la temperatura y humedad del polimero que recubre a los fertilizantes de
liberacion controlada, lo cual es congruente en relacion a lo reportado por (Aguilera-

Rodriguez et al., 2017) y Avila-Angulo et al 2017. La comparacion de estos resultados se
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corroboré con la tabla de interpretacion de andlisis de suelo que se encuentra en la NOM-
021-RECNAT-2000 (SEMARNAT, 2002).

Cuadro 8. Cantidades de N, P y K encontrados en el sustrato

Numero de Clave Nitrégeno Fosforo Potasio

tratamiento mg kg mg kg mg kg
Tratamiento 1 R100, 3.5 g, Fc. 10 43 990
Tratamiento 2 R100,3.5¢ 10 40 1080
Tratamiento 3 R80, 3.5 g, Fc. 6 34 1270
Tratamiento 4 R80,3.5¢9 13 32 1220
Tratamiento 5 R70, 3.5 g, Fc. 15 45 2500
Tratamiento 6 R70,35¢g 19 37 2660
Tratamiento 7 R100, 7 g, Fc. 15 34 2090
Tratamiento 8 R100,7 g 14 32 1840
Tratamiento 9 R80, 7 g, Fc. 15 39 2600
Tratamiento 10 R80, 79 14 32 2850
Tratamiento 11 R70, 7 g, Fc. 21 30 3550
Tratamiento 12 R70,7¢g 17 26 3260

mg kg = partes por millon

3.4.9 Analisis estadistico
Al ajustar el modelo estadistico en un disefio experimental de parcelas subdivididas,
el programa Statistical Analysis System (SAS 9.4) genera el siguiente ANDEVA, en el
cual se observa que las fuentes de variacion importantes para el modelo son el riego, la
fertilizacion, la inoculacién de F. circinatum, la interaccion del riego con la inoculacion, y
la interaccion del riego, fertilizacion e inoculacion, debido su nivel de significancia menor

a 0.05, lo que indica suficiente evidencia para rechazar la hipotesis nula correspondiente

Cuadro 9. Analisis de varianza del disefio experimental en parcelas subdivididas.

Fuente de Grados Suma de Cuadrados F- p-valor

variacion De cuadrados medios calculada
libertad

Repeticion 3 7.33 2.44 0.54 0.6589

Riego 2 611.54 305.77 67.95 <.0001

Repeticion * Riego 6 12.29 2.05 0.46 0.8319

Fertilizacion 1 48.00 48.00 10.67 0.0043

Riego*Fertilizacion 2 13.63 6.81 151 0.2468
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Repeticién 9 32.88 3.65 0.81 0.6123
*Fertilizacion

(Riego)
Inoculacién 1 936.33 936.33 208.07 <.0001
Riego*Inoculacién 2 111.79 55.90 12.42 0.0004
Fertilizacion 1 1.33 1.33 0.30 0.5929
*Inoculacién
Riego*Fertilizacion 2 62.54 31.27 6.95 0.0058
*Inoculacién

Cuadro de variables utilizadas en el ANDEVA.

Se hicieron comparaciones de medias para identificar en qué condiciones se presenta
una mayor incidencia de F. circinatum sobre planta de P. devoniana en vivero.

A continuacién, la comparacién de medias con el factor de riego indica que existe
diferencias estadisticas entre ellas, sefialandose con la letra A que el nivel de riego al

70% tuvo una mayor incidencia que los riegos 100 y 80%.

Cuadro 10. Comparacion de medias para el factor riego.

Tukey Agrupamiento Media N Riego

A 11.31 16 3
B 4.563 16 2
B 3.125 16 1

Prueba de Tukey que muestra las diferencias entre riegos e incidencia.

Con respecto al factor fertilizacion, no hay diferencia significativa entre los niveles

evaluados, como se observa en la figura 20.
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Figura 20. Medias de la incidencia respecto al factor fertilizacion.

El factor de inoculacion de F. circinatum tuvo un efecto importante en la incidencia del
patégeno en las plantas estudiadas, de esta manera claramente se aseguro la presencia
de la enfermedad en las plantas.

Cuadro 11. Comparacién de medias respecto al factor de inoculacién del patégeno.

Tukey Media N Inoculaciéon
Agrupamiento
A 10.75 24 Presente
B 1917 24  Ausente

En el cuadro se muestra la incidencia por la presencia y ausencia de F. circinatum

Al haberse inoculado directamente el patdogeno al sustrato, este tuvo la capacidad de
transmitirse hacia la planta ocasionando los sintomas caracteristicos de la enfermedad,
por otro lado, la leve incidencia presente en las plantas que no fueron inoculadas pudiese
ser por la facilidad con que el patégeno puede colonizar la parte aérea de las plantas para

posteriormente transmitirse a plantas sanas de forma volatil.
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Figura 21. Medias de incidencia respecto al factor inoculacién.

La interaccion del riego con la inoculacion de F. circinatum resulté ser significativa, al
calcular las medias de la interaccion se observa que el riego al 70% con inoculacion del

hongo presenta una media de incidencia considerablemente superior a las demas.

Cuadro 12. Medias y desviacion estandar de la interaccion entre riego e inoculacion

Riego Inoculacion N Media Desviacion
Incidencia estandar
1 Ausente 8 0.375 0.52
1 Presente 8 5.875 1.36
2 Ausente 8 0.5 0.53
2 Presente 8 8.625 3.07
3 Ausente 8 4.875 3.56
3 Presente 8 17.75 3.54

Cuadro de comparacién entre tratamientos inoculados y no inoculados considerando dos factores

A continuacion, se muestra en la figura 22 la representacion grafica de las medias de la

incidencia contra la interaccion del riego con la inoculacién de F. circinatum.
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Figura 22. Medias de la interaccion del riego e inoculacion de F. circinatum.

La interaccion del riego con la fertilizacion y la inoculacion del hongo también resulté ser
significativa, pero en menor medida, al calcular las medias de la incidencia se obtuvo que
las medias del nivel de riego 3 fueron las que tuvieron los mayores valores, exceptuando
cuando interacciona con la fertilizacion alta y la ausencia de inoculacién. Por otro lado,
en el nivel de riego 2, se presentaron valores medios, excepto en la interaccioén con la
fertilizacion baja y la inoculacién del hongo, esta tuvo un valor relativamente grande. En
el nivel de riego 1, se presentaron valores bajos, excepto en la interaccion con la
fertilizacion baja y la inoculacion del hongo, donde presentd un valor medio.

Cuadro 13. Media y desviacion estandar de la interaccion entre riego, fertilizacion e
inoculacion.

Riego Fertilizacion Inoculacion N Media Desviacion
Incidencia estandar
1 Alta Ausente 4 0.25 0.50
1 Alta Presente 4 55 1.29
1 Baja Ausente 4 0.5 0.58
1 Baja Presente 4 6.25 1.50
2 Alta Ausente 4 0.25 0.50
2 Alta Presente 4 6.25 2.06
2 Baja Ausente 4 0.75 0.50
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2 Baja Presente 4 11 1.63
3 Alta Ausente 4 1.75 0.50
3 Alta Presente 4 18 4.97
3 Baja Ausente 4 8 1.83
3 Baja Presente 4 17.5 2.08

Cuadro de comparacién entre tratamientos inoculados y no inoculados considerando todos los factores

A continuacion, se presenta la grafica de la triple interaccion en todos los niveles de riego
aplicados.
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Figura 23. Medias de la triple interaccién de los factores estudiados.

3.4.10 conclusiones
Las repeticiones de los tratamientos no tuvieron tuvo efecto significativo en la media
de la incidencia de F. circinatum sobre planta de P. devoniana, pero los demas factores
si. El riego, la fertilizacién y la inoculacion, si resultaron importantes. En el caso del riego,
el nivel al 100% fue el que tuvo una menor incidencia, seguido por el riego al 80%,
mientras que el riego al 70% tuvo considerablemente una incidencia mayor, posiblemente

debido a la perdida de vigor que ocasiona el estrés hidrico.
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En cuanto a la fertilizacion, en relacion con el nivel de esta, no hubo diferencias
estadisticas significativas. La inoculacion fue muy significativa respecto a la no

inoculacién del patdégeno.

La coloracion amarillenta en las plantas con menor dosis de fertilizacion debié haberse
presentado por la falta de riego en el riego al 70% puesto que las capsulas de los

fertilizantes de liberacion controlada son sensibles a la temperatura y humedad.

La baja mortandad en el riego al 100% debio verse afectado por el tiempo de evaluacion
que fue en temporada de invierno cuando las condiciones climatolégicas no someten del
todo a estrés a las plantas y también debido a los microorganismos que se encuentran
presentes en el sustrato puesto que algunos de estos se consumen los macros y micro
elementos, lo cual se vio reflelado mayormente en el nitrdgeno, que es necesario

mencionar que es mas facil de perderse por lixiviacién o de forma volatil.

Respecto a la interaccion de riego con la inoculacion, resulté mas efectivo el riego al
100% en ausencia del hongo, ya que fue donde se obtuvo menor incidencia del patégeno,

seguido por el nivel de riego al 80% en ausencia del patégeno.

La triple interaccion de los factores riego, fertilizacion e inoculacion mostré que la planta
sin inoculacion del patdbgeno en combinacién con los diferentes niveles de los otros

factores, tuvieron menos incidencia del hongo respecto a las que si fueron inoculadas.

En adicion, el nivel de riego al 100 y al 80% en combinacién con la fertilizacién alta
tuvieron menos incidencia que las otras combinaciones, sin embargo, la fertilizacion no
tiene un papel tan importante como el de los otros dos factores en cuanto al desarrollo
de las plantas.
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Capitulo 4 Conclusiones generales

El impacto del patdgeno en los tratamientos inoculados fue cuantificable mediante el
indice incidencia y severidad utilizado en el experimento, por lo cual si es posible medir

el dafno F. circinatum en P. devoniana.

En cuanto a las dosis de fertilizantes no hubo gran diferencia entre incidencia y
severidad del patdogeno, mas si hubo un claro amarillamiento en cuanto a coloracioén de
planta entre la dosis alta y la dosis baja en el riego al 70% hubo ligera incidencia en el
tratamiento 6 donde no existia inoculacién, por eso se considera mejor la dosis de

fertilizacién alta.

Hubo una clara diferencia en cuanto a incidencia entre la parcela con riego al 70% vy las

parcelas con riego al 100% y 80%.

El riego donde hubo menor incidencia, fue el riego al 100%, aunque en el indice de
calidad de Dickson se encontr6 que el tratamiento fue mejor que todos, cabe aclarar que
esto no tuvo una tendencia en todos los tratamientos con el riego al 80%, habria que

realizarse otras experimentaciones similares para corroborarlo.

La interaccién entre el riego, dosis de fertilizacion e inoculacion del patégeno fue
claramente significativa entre los tratamientos que fueron inoculados en contraste con los

que no tuvieron inoculacion.

Algunos autores sustentan que en el sustrato utilizado en esta experimentacién tiende a

tener baja incidencia de F. circinatum, siempre y cuando se aplique un riego adecuado.



