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RESUMEN GENERAL

MANEJO DE Phytophthora cinnamomi Rands. EN PLANTAS DE
AGUACATE (Persea americana Mill)

MANAGEMENT OF Phytophthora cinnamomi Rands. ON AVOCADO
PLANTS (Persea americana Mill)

Tesis de Maestria en Ciencias, Maestria en Proteccion Vegetal, Universidad Auténoma
Chapingo. Fernandez-Paez, Cinthya Marisol* y Acosta-Ramos, Marcelo?

Resumen: El aguacate (Persea americana) es
afectado por insectos y patdgenos que
disminuyen el rendimiento y calidad de fruto.
Phytophthora cinnamomi es el agente causal de
la tristeza del aguacatero, enfermedad mas
destructiva del cultivo. En el presente estudio se
evaluaron diez tratamientos de productos
guimicos y biolégicos con un testigo en
condiciones de laboratorio e invernadero, asi
como seis tratamientos de productos inductores
de defensas y enraizadores con un testigo en
invernadero. El objetivo fue determinar la
efectividad biologica de los productos sobre P.
cinnamomi en plantas de aguacate. El patdgeno
fue aislado de raices de arboles de aguacate que
presentaban sintomas caracteristicos de la
enfermedad e identificado con las claves de
Waterhouse (1963). Fue inoculado por medio de
semillas de trigo estériles a una concentracion de
9.28 x 107 UFC g' y a una dosis de 5 g por
maceta. A los 50 dias de inoculadas las plantas,
se evalud la severidad del aislamiento en la raiz
por medio de una escala visual y se transformé a
porcentaje de infeccion (Pl) mediante la férmula
de Townsend y Heuberger (1943). Los datos de
crecimiento micelial obtenidos en laboratorio,
fueron expresados en porcentaje de eficacia (PE)
mediante la formula de Abbott (1925). Los
resultados permitieron concluir que pyraclostrobin
+ dimetomorf (Naria top), presenté el mayor PE
(58.48%) y Pl mas bajo del 68.25%, seguido de
los fosfitos de potasio (Nutri Phite Magnum) con
un PI del 76.19%. Por otro lado, Trichoderma
harzianum logro controlar a P. cinnamomi, debido
a que a las 72 horas de incubaciéon se observo
una inhibicion progresiva del patdgeno, sin
embargo no mostro diferencias significativas en el
analisis de varianza y prueba de comparacién
multiple de medias de Tukey (o= 0.05)
comparado con los demas tratamientos quimicos
y biolégicos ensayados.

Palabras clave: P. americana, P. cinnamomi,
efectividad bioldgica, fungicidas.

1Tesista, 2Director

Abstract: Avocado (Persea americana) is
affected by insects and pathogens that decrease
yield and fruit quality. Phytophthora cinnamomi is
the causal agent of root rot, the most destructive
disease of the crop. In this study, ten treatments
of chemical and biological products plus a control
were evaluated in laboratory and greenhouse
conditions, as well as six treatments of defense
inductors and rooting products plus a control in
greenhouse. The aim was to determine the
biological effectiveness of the products against P.
cinnamomi in avocado plants. The pathogen was
isolated from avocado tree roots that showed
characteristic symptoms of the disease and was
identified with Waterhouse morphological keys
(1963). It was inoculated with sterile wheat seeds
at a concentration of 9.28 x 10’ CFU g and at a
dose of 5 g per pot. At 50 days after plant
inoculation, disease severity in the root caused by
each isolate was assessed using a visual scale
and transformed to percentage of infection (PI)
using the Townsend and Heuberger formula
(1943). The mycelial growth data obtained in the
laboratory were expressed as percentage of
efficiency (PE) using the Abbott formula (1925).
The results showed that pyraclostrobin +
dimethomorph (Naria top) presented the highest
PE (58.48%) and a Pl of 68.25%, followed by
potassium phosphite (Nutri Phite Magnum) with a
Pl of 76.19%. On the other hand, Trichoderma
harzianum showed control on P. cinnamomi,
because at 72 hours of incubation a progressive
inhibition of the pathogen was observed,;
however, it did not show significant differences in
the analysis of variance and Tukey's multiple
comparison test of means (a= 0.05) compared to
the other chemical and biological treatments
tested.

Keywords: P. americana, P. cinnamomi,
biological effectiveness, fungicides.



CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

El aguacate (Persea americana Mill) es originario de Mesoameérica, de entre el
centro y sur de México, y norte de Guatemala. Se disemind y adaptd en
Centroamérica, el Caribe y asi llegd hasta Colombia, Venezuela, Ecuador y Pera.
Después del descubrimiento de América fue llevado a Europa (Espaia e Israel),
Africa (Ghana, Mauritius, Madagascar, Uganda, Egipto, y Sudéfrica), Asia
(Singapur, India, Filipinas), y Oceania (Australia y Nueva Zelanda). Es asi que en
500 aiios, el aguacate ha sentado sus raices en los cinco continentes de nuestro
planeta (Téliz y Mora, 2007). Es un frutal tropical de clima templado que
pertenece a la familia de las lauraceas; es originario de México y actualmente se
cultiva en diversos paises, produciéndose mas de cuatro millones de toneladas
en todo el mundo (FAOSTAT, 2013). Entre los primeros paises productores se
encuentran México, Chile, Republica Dominicana, Indonesia y Colombia con una
participacion de 27, 8, 7, 6 y 5% respectivamente (MADR, 2014). Actualmente,
México es el principal pais productor y exportador de aguaéate a nivel mundial al
aportar el 35% de la produccion y el 36% de las exportaciones (FAOSTAT, 201 6).

Las plantas de aguacate son afectadas por diversos insectos y patdgenos que
causan dafios y pérdidas considerables en la produccion del cultivo, ya que
disminuyen su rendimiento y afectan la calidad del fruto (Vidales y Alcantar,
1999). Entre estos, encontramos al oomycete Phytophthora cinnamomi, uno de
los principales problemas fitosanitarios en este cultivo, el cual causa pudricion de
raiz y muerte progresiva de los arboles infectados. Otros patégenos importantes
son los hongos Verticillium sp. agente causal de marchitez, Sphaceloma perseae
causante de la rofia y Glomerella cingulata responsable de la antracnosis, entre
otros (Pérez et al., 2014).

La pudricion de raices en plantas de aguacate ocasionada por P. cinnamomi

puede presentarse en plantas de cualquier edad y su desarrollo se ve favorecido



en suelos encharcados (Reyes y Morales, 2007). Las raices mas finas
manifiestan necrosis parcial y se tornan de color café negro desprendiéndose con
facilidad de la planta. Los arboles afectados se declinan gradualmente y su
muerte puede demorar desde unos cuantos meses hasta dos o tres afios, cuando
la produccion es disminuida (Tamayo, 2005). Consecuentemente, se genera
retraso en el crecimiento, caida de hojas y necrosis en el follaje. Los frutos son
mas pequefios y delgados, como efecto de una floracion y fructificacion excesiva,
provocando que los frutos no alcancen su tamafio normal (ICA, 2012). El
oomycete forma clamidosporas, estructuras de resistencia que sobreviven por
largos periodos en el suelo, incluso sin el hospedante, por lo que una vez
establecido en una region determinada, su erradicacidon es muy dificil. Las
medidas mas comunes para el combate de este fitopatdgeno son la aplicacion
de fungicidas a base de metalaxil y practicas culturales (Pegg et al., 2008). De
acuerdo con Darvas et al. 1983 se han usado fungicidas como Alliette (fosetil
aluminio) y Ridomil (metalaxil) solos 0 combinados con otros métodos; sin
embargo, la mayoria de éstos han fallado en México, debido principalmente a
que se han aplicado en forma aislada y al poco entendimiento de la relacion que
guardan entre si el patdgeno, la planta, las técnicas de produccion y el ambiente.

Dentro de las estrategias de control integral para el combate de la tristeza del
aguacatero, se encuentra la incorporacion de materia organica, el manejo del
suelo, del agua de riego y el control quimico. Desde el punto de vista del control
quimico, la aplicacion de fosetil aluminio o acido fosforoso han contribuido a
solucionar este problema; sin embargo, una vez realizadas las aplicaciones
qguimicas, es comun observar la reaparicion del problema (Georgi, 1993). Otra
tactica importante es el uso de organismos benéficos, los cuales pueden invadir
y parasitar a los fitopatégenos del suelo. Los mas comunes son Trichoderma
harzianum y algunas especies de Straminipilas, del género Pythium, que inhiben
el crecimiento o parasitan especies de Phytophthora; asi como las bacterias de

los géneros Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas y Pantoea (Agrios, 2007).



El manejo de la enfermedad se ha centrado en la aplicacion de productos
quimicos como fungicidas y fosfitos de Ky Ca. Uno de los productos mas usados
es el Aliette, fungicida con ingrediente activo fosetil aluminio, de accidn sistémica
acropétala y basipétala que pertenece al grupo de los alcoil fosfonatos (PLM,
2015).

Duvenhage (1994), dio a conocer que aislados de P. cinnamomi obtenidos de
plantas de aguacate constantemente tratadas con fosfitos en forma de acido
fosforoso (H3POs), son mas resistentes a este compuesto que las que no se

tratan de dicha manera.



2. JUSTIFICACION

El aguacate es uno de los cultivos mas importantes en el mercado internacional,
siendo México, uno de los principales productores y exportadores de este fruto.
Tiene una gran importancia socioeconémica a nivel nacional, debido a la derrama
econOmica que deja a los productores, comercializadores, industrializadores y
consumidores; es un amplio generador de empleo por la demanda de mano de
obra para realizar las actividades basicas de podas, riegos, fertilizacion, manejo
fitosanitario, cosechas, por citar algunas. Sin embargo, uno de los problemas
fitosanitarios que cada afo afectan al cultivo y demeritan seriamente la sanidad
de los arboles haciéndolos menos productivos y disminuyendo la vida productiva
de los mismos, es la presencia del oomycete P. cinnamomi, agente causal de la
tristeza del aguacatero, una de las enfermedades mas importante y destructivas

del cultivo a nivel mundial.

Los costos del manejo quimico de esta enfermedad representan mas del 25% del
mercado anual de fungicidas en el mundo (Romero et al., 2014). Actualmente, el
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA)
incluye sélo el uso de fosetil aluminio para el combate de la tristeza del
aguacatero dentro de los plaguicidas autorizados para este cultivo; mientras que
en otros se usan también los acidos fosforicos de manera recurrente y en altas
dosis. Todo esto, ha generado que algunas cepas de este hongo se comporten
resistentes a estas moléculas (SENASICA, 2015).

Existen varias alternativas de manejo para este patégeno, como son la busqueda
de patrones tolerantes (Engelbrecht y Van den Berg, 2013), practicas culturales
como el uso de acolchados (Costa et al., 1996) y control biolégico (Dae Lee et
al.,, 2015); sin embargo, los fungicidas siguen siendo un componente
indispensable en cualquier programa de manejo de enfermedades. Por esta
razon, el manejo de las plantas de aguacate infectadas con P. cinnamomi debe
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hacerse bajo un esquema de manejo integral que incluya el uso de productos
enraizadores, inductores de defensa, fungicidas biolégicos y/o quimicos que
hagan mas eficiente dicho manejo, ya que una sola tactica de combate ha
mostrado ser ineficiente en los campos de cultivo. Esto genera la necesidad de
evaluar nuevas y diversas estrategias de combate de la pudricion radical del
aguacate, por lo que los objetivos planteados en este trabajo son los siguientes:

3. OBJETIVOS

» Evaluar la efectividad biol6gica in vitro de productos quimicos y biolégicos

sobre P. cinnamomi.

» Determinar la efectividad bioldgica de productos quimicos y biol6gicos
sobre P. cinnamomi en plantas de aguacate en condiciones de

invernadero.

» Evaluar el efecto de productos inductores de defensa y enraizadores en

plantas de aguacate infectadas con P. cinnamomi en invernadero.



HIPOTESIS

Al menos uno de los productos quimicos y biolégicos mostrara una

efectividad del 60% in vitro sobre P. cinnamomi.

Al menos uno de los productos quimicos y biolégicos mostraré eficacia del
80% en el control de P. cinnamomi en plantas de aguacate en condiciones

de invernadero.

Al menos uno de los productos inductores de defensa y enraizadores en
plantas de aguacate, mostrara una eficacia del 80% contra P. cinnamomi

en invernadero.
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CAPITULO Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Cultivo del aguacate

2.1.2. Clasificacion taxondmica

La clasificacion taxondmica del aguacate, de acuerdo con Téliz et al. (2000) es

la siguiente:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Laurales
Familia: Lauraceae
Género: Persea

Especie: Persea americana Mill

2.1.3. Aspectos generales

El aguacate (Persea americana Mill) es un arbol perenne originario de
Mesoamérica, su origen tuvo lugar en la parte centro de México y en algunas
partes altas de Guatemala, donde se cultivaba desde antes de la llegada de los
espafioles. EI nombre aguacate proviene del nahuatl (Ahuacatl), palabra que
significa “testiculos del arbol” (SAGARPA, 2011).

Es un fruto delicioso que enriquece el sabor, contenido, vista y placer en el
consumo de muchos platillos. Es muy benéfico a la salud humana por ser rico en
vitaminas y minerales, y tener propiedades contra el colesterol dafino, al
aumentar las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y reducir triglicéridos. Puede
ser un sustituto saludable, principalmente por su contenido nulo de colesterol, de
la mantequilla 0 queso crema y de los aderezos. También ayuda a reducir
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enfermedades cardiovasculares por su contenido de a-tocoferol, a prevenir el
cancer de colon, mama y préstata por su contenido de [3-sistosterol, a disminuir
el riesgo de trastornos oculares y cataratas por su contenido de luteina y retinol.
Tiene accion benéfica sobre la presion arterial, resistencia a la insulina, sobre la
agregacion y sistemas de coagulacién, metabolismo lipidico, e incluso, sobre el
tipo de distribucién de grasa corporal. Su alto contenido de acido félico ayuda a
la desintoxicacion del higado. Ayuda a la absorcion de vitamina B en nuestro
sistema digestivo, absorcion que disminuye con la edad, por lo que su consumo
es muy recomendable para personas de edad avanzada. Su alto contenido de
potasio puede influir en disminuir problemas de calambres musculares. Por lo
anterior el aguacate es un alimento que contribuye a la salud humanay al placer

de comer (Téliz y Mora, 2007).

El aguacate, dependiendo de la variedad alcanza en la pulpa niveles de hasta
25% de aceite, con valores promedios de 15-19%, lo que permite lograr
rendimientos de alrededor de 10% de la fruta fresca, la composicion del aceite
crudo de aguacate contiene alrededor de un 80-85% de Aacidos grasos
insaturados asi como un importante nivel de materia insaponificable. Debido a su
alto contenido de acidos grasos monoinsaturados, se ha comparado en la calidad
nutricional con el aceite de oliva. Se conoce que ayuda a reducir las lipoproteinas
de baja densidad (colesterol malo), también ayuda a reducir el contenido de
triglicéridos en la sangre y por lo tanto disminuye el riesgo de desarrollar
arterosclerosis (SAGARPA, 2011).

2.1.4. Descripcion botanica

El arbol de aguacate pertenece a la familia Lauraceae, la cual comprende
alrededor de 50 géneros y mas de 2,500 especies. El aguacate, como la mayoria
de los miembros de esta familia, es una especie muy variable que ha generado
diferentes razas. Hasta el momento se han descrito tres razas de importancia
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econdémica y que forma parte de la alimentacion humana: Mexicana (Persea
americana variedad drymifolia), Guatemalteca (Persea americana variedad
guatemalensis) y Antillano (Persea americana variedad americana) (Galindo et
al., 2008).

El arbol es de porte vigoroso, pudiendo alcanzar hasta 30 metros de altura, el
sistema radical es superficial, es perennifolio con hojas alternas, pedunculadas,
muy brillantes, presenta flores perfectas en racimos subterminales (Reyes y
Morales, 2007).

El fruto es una drupa, en forma de pera, de color verde claro a verde oscuro y de
violeta a negro, cascara rugosa con una pulpa verde amarillenta. Existen
aproximadamente 400 variedades, por lo que podemos encontrar frutos de
formas y pesos diferentes, que pueden llegar a pesar de 150 a 350 gramos
(SAGARPA, 2011).

2.1.5. Requerimientos nutricionales

El aguacate es, hasta cierto punto, un cultivo rustico, en condiciones
subtropicales con clima templado todo el afio, inviernos benignos, lluvias
abundantes y suelos ligeros y bien drenados puede prosperar y producir
rendimientos aceptables (4-6 ton/ha), practicamente sin riego y sin fertilizacién
(Téliz y Mora, 2007). De cualquier forma Ruiz et al. (1999) mencionan que existe
diferencia entre las razas predominantes de aguacate, asi, la antillana prefiere
climas con temperatura media mayor de 22°C, la guatemalteca entre 22 y 25°C
y la mexicana de 20°C. Para todas las razas, la humedad relativa debe ser alta,
con alta insolacion, lluvias abundantes de mas de 800 mm y suelos francos,

drenables y ricos en materia organica.
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El analisis es una herramienta importante para conocer el estado nutrimental de
huertos comerciales, particularmente para el desarrollo de programas de
fertilizacion, ya que puede ayudar a mejorar no solo el rendimiento si no el tamafio
y la calidad de la fruta (Salazar y Lazcano, 1999); esta técnica se basa en el
concepto de la concentracion de un elemento esencial en la planta, o parte de la
planta, indica la habilidad en el suelo para proporcionar este nutrimento,
considerando hasta cierto punto que el contenido de un nutrimento en la planta

esta directamente relacionado con la produccion (Robinson, 1980).

De acuerdo con Maldonado (2002) los intervalos de suficiencia nutrimental
determinados para el aguacatero varian segun lo reportado por algunos autores
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Intervalos de concentracién nutrimental foliar para arboles de
aguacatero (Maldonado, 2002)

Nutrimento Optimo
Nitrogeno (%) 1.94-231
Fosforo (%) 0.15-0.18
Potasio (%) 0.81-1.09
Calcio (%) 1.28 - 2.59
Magnesio (%) 0.62-0.77
Hierro (mg / kg™) 85-114
Manganeso (mg / kg?) 87 - 182
Zinc (mg / kg?) 20 -51
Cobre (mg / kgt) 7-32
Boro (mg / kg?) 126 - 352

2.1.6. Razas

Hay basicamente tres grupos ecologicos o razas de aguacate: mexicana,

guatemalteca y antillana. Las variedades méas comercializadas
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internacionalmente son las de origen guatemalteca y mexicana, especialmente
Hass, Fuerte y Nabal (FAO, 2005).

La raza mexicana tiene como principal caracteristica ser muy resistente al frio,
asi como también alto contenido de aceite. El tamafio del fruto es variable, con
tendencia a pequefio (SAGARPA, 2011). Téliz y Mora (2007) indican que la raza
mexicana tiene como principal ventaja la resistencia a frio, asi como su alto
contenido de aceite. Otras caracteristicas son el olor anis de las hojas en casi

todos los individuos.

La raza guatemalteca posee un fruto de tamafio pequefio y forma redonda, cuya
caracteristica principal es cascara gruesa (SAGARPA, 2011). Télizy Mora (2007)
indican que presenta una céscara bastante gruesa si se compara con las otras
razas, lo que permite resistencia del fruto al transporte, sin embargo, como esté
formada por tejidos esclereficados son bastante duros y no permite saber con
facilidad mediante el tacto si los frutos ya estdn en madurez de consumo. Otra
caracteristica favorable es el tamafio pequefio y forma redonda de la semilla en

varios individuos de esta raza.

La raza antillana se adapta a clima tropical y es mas tolerante a la salinidad,
también tiene un lapso de flor a fruto bastante corto y el tamafio del fruto es mayor
que en las otras razas (SAGARPA, 2011). Téliz y Mora (2007) indican que esta
raza se adapta a clima tropical y como portainjerto es mas tolerante a la salinidad,

también tiene un lapso de flor a fruto bastante corto, entre otras caracteristicas.

Ben-Ya’acov y colaboradores (1995) indicaron que en Costa Rica no hay
aguacate de la raza mexicana y guatemalteca, y la raza antillana se encuentra
en formas comunes en las partes bajas. Sin embargo, existe un tipo endémico
en ese pais que se conoce como “aguacate de monte” que es una variante muy
primitiva de la especie Persea americana, sugerida como una variedad botanica
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aparte y propuesta como variedad costaricensis. Téliz y Mora (2007) indican que
la raza costaricensis se adapta a condiciones subtropicales de Costa Rica y no
se conocen caracteres de interés, la semilla es redonda como la raza
guatemalteca, la cascara como la raza antillana y las hojas son medianas a

pequefias similares a las de la raza mexicana pero sin olor a anis.
2.1.7. Importancia del aguacate
A nivel mundial, México es el principal productor de aguacate: en 2012 concentré

30.19% de la producciéon mundial, seguido de Indonesia y de Republica Domi-
nicana (6.75% y 6.65% respectivamente) (Figura 1) (FAOSTAT, 2016).

Estados Unidos

de América México
245,000 1,316,104
Republica
Dominicana
290,011
Indonesia
294,200

Figura 1. Produccién mundial de aguacate (toneladas). Elaboracion propia con
datos de FAOSTAT, 2016.

Debido a las condiciones climaticas requeridas se cultiva en 26 estados de la
republica, entre los cuales destacan por superficie cosechada en primer lugar el
estado de Michoacan con 126,468.91 ha, seguido de Jalisco con 13,062.65 ha 'y

el estado de México con 7,499.21 ha (Cuadro 2 y Figura 2) (SIAP, 2015).
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Cuadro 2. Produccioén

nacional de aguacate en México (SIAP,

2015)
Ubicacion Superficie Superficie Produccion
sembrada cosechada
(ha) (ha) (t)
Michoacéan 134,941.76 126,468.91 1,283,313.29
Jalisco 17,040.85 13,062.65 119,647.41
México 8,162.21 7,499.21 89,040.10
Nayarit 5,385.54 4,259.12 39,148.73
Morelos 3,963.00 3,582.00 29,548.01
Guerrero 4,439.29 2,791.79 16,522.36
Total 173,932.65 157,663.68 67,005.96

Figura 2. Produccién nacional de aguacate. Elaboracién propia con datos

6%

de SIAP, 2015
Morelos
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Nayarit \
México '
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<
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Michoacan
78%
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2.1.8. Produccion de aguacate en el estado de Michoacéan

A nivel nacional, Michoacan aporta ocho de cada diez toneladas que se producen
en Meéxico; lo cual lo consolida como el lider productor de aguacate en la
Republica Mexicana; los estados que lo siguen en mayor produccién son: estado
de México, Jalisco, Nayarit y Morelos, en conjunto generan el 95% de la
produccion nacional (SAGARPA, 2015).

La franja aguacatera del estado de Michoacén es una regién volcanica reciente
que ocupa 7,752 km? y representa el 12.9% de la superficie estatal. El clima
relevante es templado, himedo y subhimedo, con temperatura media de 8 a 21
°C y una precipitacion anual de 1200 a 1600 mm. También tiene una zona de
transicion (subtropical) entre tropico seco y zona templada (APROAM, 2005).
Actualmente existen 22 municipios productores de aguacate en Michoacan
(Figura 3) y suman 85,709.32 ha (SAGARPA, 2005).

[] Municipios productores
0 0 70 Kilomewos Il Area aguacatera
' > Cuerpos de agua

Figura 3. Franja aguacatera del estado de Michoacan (CONAPA, 2005)
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El 80.8% de la superficie con aguacate en Michoacdn corresponde a los

municipios de Tancitaro, Uruapan, Periban, Ario de Rosales, Tacambaro, Nuevo
Parangaricutiro y Salvador Escalante (Cuadro 3) (SAGARPA, 2005).

Cuadro 3. Distribucién municipal de la superficie de la franja aguacatera en

Michoacan (SAGARPA, 2005)

Municipio Supzre]g)lme % del total
Tancitaro 15,177 17.7
Uruapan 14,878 17.4
Peribdn de Ramos 12,839 15.0
Ario de Rosales 8,000 9.3
Tacambaro 7,401.5 8.6
Nuevo Parangaricutiro 5,688 6.6
Salvador Escalante 5,291 6.2
Tinguindin 3,684 4.3
Los Reyes 2,849 3.3
Nuevo Zirosto (pertenece a Uruapan) 1,720 2.0
Turicato 1,455 1.7
Tingambato 1,415 1.7
Ziracuaretiro 1,120 1.3
Zitacuaro 995 1.2
Acuitzio 690 0.8
Tangamandapio 575 0.7
Apatzingan 448.82 0.5
Cotija 410 0.5
San Andrés Coru (pertenece a Ziracuaretiro) 318 0.4
Tocumbo 285 0.3
Villa Madero 262 0.3
Taretan de Michoacéan 208 0.2
Total: 85,709.32 100

2.1.9. Comercializacion

El sistema de comercializacion del aguacate esta compuesto por un flujo del

producto en el cual se involucran una serie de empresas e instituciones mediante
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la prestacion de servicios de transporte, almacenamiento, empaque, distribucion
y publicidad, entre otras; con el propésito de que el aguacate vaya desde la huerta

hasta la mesa del consumidor final (SE, 2012).

La comercializacion se realiza a través de centros de acopio y empacadoras
privadas. La mayor cantidad y capacidad instalada de centros de acopio y
empacadoras para el mercado nacional e internacional se encuentran en
Uruapan, Periban y Tacambaro. En total, estas tres poblaciones suman una
comercializacion aproximadamente del 75% de la produccion total del estado de
Michoacan. Respecto a los mercados nacionales, los principales centros de
distribucion del producto se encuentran en las ciudades de México, (Central de
Abastos de Iztapalapa, CDM), Guadalajara, Monterrey, y de manera secundaria,
Ciudad Juarez, Torredn, San Luis Potosi, Ledn, Aguascalientes y Nuevo Laredo
(SE, 2012).

2.2. Aspectos generales del patégeno

2.2.1. Clasificacion taxonédmica

La clasificacion taxonémica de Phytophthora cinnamomi, de acuerdo con Agrios
(2007) es la siguiente:

Reino: Protista
Filo: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Pythiaceae
Género: Phytophthora
Especie: Phytophthora cinnamomi Rands.
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2.2.2. Morfologia y caracteristicas

Las especies del género Phytophthora, de acuerdo con sus caracteristicas
morfolégicas, estan agrupadas en siete grupos. La especie Phytophthora
cinnamomi se encuentra en el sexto grupo, ya que posee esporangios no
papilados, con proliferacion y persistentes; el anteridio es mayoritariamente
anfigeno; en la produccion de oosporas existen especies homotalicas vy
heterotalicas (Waterhouse, 1963).

Zamora y Casin (1986) mencionan que las especies del género Phytophthora,
presentan dos tipos de reproduccién: asexual (con la formacion de clamidosporas
y esporangios, que contienen las zoosporas) y sexual (mediante la formacion de

oosporas).

Phytophthora cinnamomi se distingue por su micelio tipo coraloide con
abundantes hifas hinchadas. Vesiculas hinchadas sésiles terminales o laterales,
protuberancias producidas en forma simple o en racimo (Figura 4). Forma tres
tipos de esporas diferentes, los esporangios y clamidosporas que dan origen a la
reproduccion vegetativa o asexual sin variacién genética las oosporas dan origen
a la reproduccion sexual. Los esporangios germinan directamente a través de
tubos germinales o indirectamente produciendo zoosporas maviles biflageladas,
generalmente son elipsoides u ovoides, sin papilas y persistentes, redondeadas

en la base y terminales (Rodriguez, 2015).
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Figura 4. Phytophthora cinnamomi (Fotografia: Elizabeth Bush, Virginia
Polytechnic Institute and State University, Bugwood.org:
https://www.forestryimages.org/browse/subthumb.cfm?sub=527)

El micelio de P. cinnamomi es cenocitico con hifas moderadamente ramificadas
y con hinchamientos vesiculares, el diametro de las hifas varia de 8 a 25 micras.
El aspecto de la colonia en medio de cultivo es tipo roseta o camelia debido al
crecimiento deprimido y algodonoso del micelio que tiene lugar a intervalos
irregulares (Figura 5). Los esporangioforos son simples y sobre ellos se forman
esporangios ovales u oval alargados, grandes con medidas de 23 y 63 micras de
largo por 15 a 30 micras de ancho sin papila. Forma abundantes clamidosporas

esféricas, terminales e intercalares. Las esporas son heterotalicas (Coria, 2009).

Figura 5. P. cinnamomi en medio de cultivo
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Los oogonios miden en promedio 40 ym de diametro, con anteridios anfigenos
(18 ym de ancho a 20 ym de largo), algunos anteridios pueden ser bicelulares, y
muchas de las oosporas son pleréticas (llena la cavidad del oogonio) de 35 pm
(Figura 6) (Andrade, 2012).

40 um

Figura 6. Morfologia de P. cinnamomi: esporangios no papilados, clamidosporas,
0oogonios y oosporas globosas (Dibujo de A. Vaziri:
http://www.phytophthoradb.org/file/html_fppd/phytophthora/cinnamomi/Figure_1.
htm)

Respecto a la aireacién, se puede mencionar que la infeccion es acelerada con
una buena aireacion pues la falta de oxigeno o exceso de CO2, afectan
negativamente la producciéon de esporangios, a pesar de que es compleja la

interrelacion entre potencial hidrico y la aireacion. Por otro lado, los esporangios
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son estructuras reproductivas que tienen la capacidad de incrementar el in6culo

en muy poco tiempo a traveés de la produccion de zoosporas (Zentmyer, 1980).

2.2.3. Diseminacién

La diseminacion juega un papel importante en la distribucion nacional y mundial
del oomycete, P. cinnamomi puede ser diseminado a nuevas areas por
movimiento del suelo, movimiento de material vegetal con suelo, paso de
maquinaria, en el equipo y agua de riego, en los zapatos, por transporte en las
pezufias de los animales y llantas de vehiculos. Sin embargo, por lo que se ha
observado en los bosques de Australia se puede indicar que es el hombre el que
mas ha contribuido a la diseminacion de la enfermedad. Asi mismo, la humedad
del suelo esta directamente ligada al crecimiento, esporulacion, diseminacion e
infeccion causada por P. cinnamomi, especie que so6lo forma esporangios en
medios liquidos a diferencia de otros representantes del mismo género
(Zentmyer, 1980).

De acuerdo con Erwin y Ribeiro (1996) la temperatura minima para que se
produzca la infeccién es de 5-6 °C, teniendo un 6ptimo entre 24 y 28 °C y un

maximo que va de 32 a 34 °C.

Phytophthora cinnamomi crece mejor en suelos acidos y tiene un rango éptimo
de pH entre 6 y 6.5 para la produccion de esporangios, aunque es factible que
crezca en un rango que va de 4 a 7. Se puede mencionar que la infeccion es
acelerada con una buena aireacién pues la falta de oxigeno o exceso de CO:2
afectan negativamente la produccion de esporangios, a pesar de que es compleja
la interrelacion entre potencial hidrico y la aireacion (Zentmyer, 1980).
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2.2.4. Estructuras de sobrevivencia

Phytophthora cinnamomi forma diferentes estructuras involucradas en el
desarrollo de la enfermedad y en la supervivencia del oomycete: los esporangios
(origen de las zoosporas), clamidosporas y oosporas. Los factores que limitan la
supervivencia son: carencia de agua, bajas temperaturas y competencia con

microorganismos antagonistas (Weste, 1994).

Sobrevive primero como clamidospora en raicillas afectadas. Este tipo de
estructura es liberada eventualmente en el suelo en donde persiste por largos
periodos. La produccion, tanto de clamidosporas como esporangios, ocurre en el
suelo con temperaturas sobre 13°C hasta 30°C, siendo el rango de temperatura
Optima entre 21°C y 24°C. En la mayoria de los suelos este patégeno sobrevive
como clamidospora, pero la estructura dormante con mayor habilidad para

sobrevivir bajo condiciones extremas es la oospora (Coffey, 1992).

De acuerdo con Weste (1994) la supervivencia de especies de Phytophthora
puede ser en forma de micelio, esporangios, quistes, clamidosporas y oosporas.
El micelio es un propagulo muy vulnerable, de facil destruccion por bacterias, por
ello el periodo de supervivencia varia de 1-60 dias. Mientras para esporangios de
3-42 dias. En relacion a las clamidosporas, por su gruesa pared y tolerancia a
humedad minima la sobrevivencia es 84-365 dias, las oosporas estructuras de

latencia, pueden permanecer viables mas de 365 dias.

2.2.5. Ciclo de vida

El oomycete sobrevive en el suelo por varios afios en forma abundante como
clamidosporas u oosporas en raices o residuos de aguacate y de otras plantas
cultivadas o en la maleza (en México no se forman oosporas debido a la ausencia
de la cepa compatible del oomycete). Las clamidosporas actian como semillas
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de propagacién y son resistentes a condiciones adversas del ambiente como
sequia, temperaturas bajas y falta de alimento entre otras. Cuando la temperatura
se eleva y hay humedad excesiva por efecto de riegos pesados, lluvia abundante
o por inundacion o cuando hay mal drenaje, las clamidosporas germinan y dan
origen al micelio. ElI micelio origina los esporangios donde se formaran
posteriormente las zoosporas; estas tienen movimiento propio y se desplazan
con agilidad sobre la superficie del agua e infectan raices nuevas y el cuello del
arbol o contagian arboles vecinos. Las zoosporas se forman siempre que hay
excesos de humedad. Con el avance de la infeccion se pudre gran cantidad de
raices y los arboles desarrollan los sintomas de la enfermedad. Al morir el arbol
el patdgeno forma nuevamente abundantes clamidosporas para soportar la falta
de alimento. Cuando se vuelven a presentar condiciones favorables, las
clamidosporas germinan y reinician el ciclo de la enfermedad sobre arboles de
aguacate de replante o sobre otros cultivos que también son afectados por el
oomycete (Mora et al., 1994).

De acuerdo con Andrade (2012) P. cinnamomi tiene reproduccién sexual y
asexual, este oomycete en su ciclo bioldgico de infeccidn, tiene la capacidad de
sobrevivir por mucho tiempo, incluso afios sobre el tejido de las raices en la
rizosfera del cultivo en forma de clamidosporas, aun en ausencia de plantas que
hospeden la enfermedad. Cuando las condiciones son 6ptimas para la infeccion,
las clamidosporas reinfectan la planta. Estas condiciones se presentan con
excesiva humedad en el suelo por efecto de abundantes lluvias o suelos con mal
drenaje y temperaturas ideales para la manifestacion de la enfermedad, las
cuales se encuentran en un rango de 24 a 28°C, ya que se presenta mayor
produccion de esporangios y mejores condiciones para la liberacion y movimiento
de las zoosporas hacia las raices de las plantas. Las clamidosporas germinan y
dan origen al micelio el cual reinicia el ciclo de la infeccion. El micelio pude formar
clamidosporas como estructuras de resistencia y también esporangios donde se
encuentran las zoosporas biflageladas que dan inicio a la infeccion.
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TRISTEZA DEL AGUACATERO

DEFOLIACION SOBREVIVENCIA
T TEMPERATURA

CLAMIDOSPORA  Suelo
OOSPORA Raices HUMEDAD 2 v Riego

¥ Lluvia
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v' Marchitamiento
FOLLAJE ¥ Amarillamiento
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MICELIO

MUERTE RAICES
CANCRO TRONCO INFECCION
Infeccidn fruto

Raices
Cuello

Figura 7. Diagrama en que el hongo P. cinnamomi ataca las raices, causa la
tristeza del aguacatero y sobrevive en el suelo (Téliz y Mora, 2007)

2.2.6. Sintomatologia

La penetracion primaria del oomycete normalmente ocurre por el apice de las
raices absorbentes, donde ocasiona una pudricion firme café negruzca. El micelio
avanza inter e intracelularmente a través del cambium, induciendo hidrolisis de
la pared celular y colapso de protoplastos (Coffey, 1992). Con la destruccién de
raices se afecta la absorcion de agua y nutrimentos, provoca deficiencias de
elementos (Pegg y Whiley, 1987). Cuando el arbol pierde mas agua por
transpiracion que la absorbida por un sistema radical descompuesto por el
patdgeno, empieza a mostrar los sintomas de marchitamiento de hojas o tristeza.

La falta de agua también reduce la capacidad de las hojas para formar clorofila y
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esto es causa de la clorosis o amarillamiento de las hojas. Las hormonas que
controlan la caida de las hojas también se ven afectadas por la deficiencia de
agua y ocasionan la caida prematura de hojas (Téliz et al., 2000).

El oomycete puede atacar la base del tronco y causar pudriciones en forma de
manchas oscuras con exudaciones azucaradas y apariencia blanquecina. El fruto
gue se infecta por salpique del agua o contacto con suelo infestado presenta una

pudricion firme de coloracion café o negra (Coffey, 1992).

2.2.7. Importancia econémica

Phytophthora cinnamomi es un parasito facultativo y cosmopolita, es decir, es un
habitante natural de la mayoria de los suelos de todo el mundo; se alimenta de
restos de cosechas en descomposicién, pero bajo condiciones favorables puede
atacar las raices vivas y el cuello de mas de 600 plantas de interés econémico
para el hombre incluyendo pifia, durazno, manzano, mango, macadamia, papaya,

azalea, pino, ciprés, eucalipto y encino, entre otras (Zentmyer, 1980).

2.2.8. Manejo de la enfermedad en México

Debido a la capacidad de las zoosporas de movilizarse en el agua y diseminarse
hacia arboles vecinos, se recomienda aplicar riegos ligeros y en forma individual
por medio de goteo, microaspersion, cajetes o pozas (sistema conocido como
espina de pescado) para evitar que P. cinnamomi se extienda. Las técnicas
regionales basadas en la aplicacion aislada de métodos de control han sido
inefectivas. Se han usado fungicidas como Alliette (fosetil aluminio) y Ridomil
(metalaxil) solos o combinados con estiércoles, manejo de la nutricion y del agua
de riego, plasticos para incrementar la temperatura en el area de goteo, etc.
(Martinez, 1989). Sin embargo, la mayoria de estos métodos han fallado en
México, debido principalmente a que se han aplicado en forma aislada y al poco
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entendimiento de la relacion que guardan entre si el patdégeno, la planta, las
técnicas de produccién y el ambiente. En Sudéfrica el uso de fosetil aluminio es
practica comun para el control de este hongo (Darvas et al., 1983).

Phytophthora cinnamomi ha desarrollado gran capacidad de supervivencia que
hace imposible su erradicacion del suelo. Las mayores poblaciones se localizan
en los primeros 30 cm, aunque es posible detectarlo a profundidades de hasta
110 cm donde se encuentra fuera del alcance de los fungicidas que se incorporan
al suelo para su control. La erradicacion de este patégeno por medio de control
quimico es irracional por lo dificil, costoso, inefectivo y por los dafios al ambiente.
Esta situacion impone la necesidad de convivir con P. cinnamomi por medio de
estrategias de manejo integral de la enfermedad y del cultivo, que den vigor a los
arboles y mantengan bajas las poblaciones del organismo para que no cause
dafios econdmicos (Téliz y Mora, 2007).

2.2.9. Control quimico

Varios fungicidas han sido desarrollados para el control quimico de P. cinnamomi.
El metalaxil es especifico contra P. cinnamomi y organismos afines. Sin embargo
su efectividad disminuye con el tiempo debido a la resistencia que este patégeno
desarrolla hacia el fungicida como ha sucedido con enfermedades importantes
como el tizén tardio de la papa (Peronospora destructor). Después del metalaxil
aparecio el fosetil aluminio (Aliette) como producto especifico y efectivo contra
los pythiaceos, a los que pertenece P. cinnamomi, tiene movimiento basipétalo,
por lo que puede dirigirse hacia el follaje o hacia las raices, dependiendo de la
intensidad del ritmo de crecimiento activo de la estacion. El fosetil aluminio puede
aplicarse al suelo, en aguas de riego, aspersion foliar, como pintura al tronco o
inyecciones al tronco. A diferencia del metalaxil, el fosetil aluminio tiene un
reducido efecto como fungicida; su efecto consiste en incrementar la resistencia
en la planta por mecanismos que aun no son claros (Téliz y Mora, 2007).
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PATOGENICIDAD DEL AISLAMIENTO DE Phytophthora cinnamomi Rands.
EN PLANTAS DE AGUACATE (Persea americana Mill)

PATHOGENICITY OF ISOLATION OF Phytophthora cinnamomi Rands. ON
AVOCADO PLANTS (Persea americana Mill)

Tesis de Maestria en Ciencias, Maestria en Proteccién Vegetal, Universidad Autonoma
Chapingo. Fernandez-Paez, Cinthya Marisol* y Acosta-Ramos, Marcelo?.

Resumen?: Phytophthora cinnamomi es un
oomycete que causa pudricion de raiz,
siendo el problema mas importante en la
fitosanidad del cultivo, las raices mas finas
presentan necrosis y se tornan de color
oscuro desprendiéndose con facilidad. El
estudio tuvo como obijetivo aislar, identificar
y determinar la cantidad de inéculo infectivo
del patdgeno en plantas de aguacate en
invernadero, estableciendo un método de
inoculacién a la raiz de la planta que
reprodujera los sintomas de la enfermedad.
Granos de semilla de trigo estéril con micelio
del hongo fueron inoculados. Las dosis de
indculo evaluadas correspondierona l,3y5
g de semilla por maceta, ensayando tres
tratamientos y un testigo absoluto con tres
repeticiones y una unidad experimental en
un disefio de bloques completos al azar. A
los 45 dias de inoculadas y por medio de una
escala visual se determiné la severidad del
aislamiento obtenido, transforméandolo a
porcentaje de infeccion (PI) mediante la
féormula de Townsend y Heuberger (1943).
Los datos fueron sometidos a andlisis de
varianza y prueba de comparacién multiple
de medias usando el método de Tukey (a=
0.05). Los resultados permitieron concluir
que las dosis de in6culo ensayadas fueron
patogénicas con un PI=76.29 (1 g), 80.95 (3
g Yy 8571% (5 g) respectivamente,
produciendo la sintomatologia tipica de la

enfermedad y presentando las
caracteristicas morfolégicas de P.
cinnamomi, sin  mostrar  diferencias

significativas entre ellas.

Palabras clave: Phytophthora cinnamomi,
inoculacioén, patogenicidad.

1Tesista, 2Director

Abstract!: Phytophthora cinnamomi is an
oomycete that causes root rot, being the
most important problem in the crop
phytosanity, the finer roots have necrosis
and become dark colored with easy
detachment. The objective of the study was
to isolate, identify and determine the amount
of infective inoculum of the pathogen in
greenhouse avocado plants, establishing a
method of inoculation to the root of the plant
that reproduced the symptoms of the
disease. Grains of sterile wheat seed with
mycelium of the fungus were inoculated. The
inoculum doses evaluated corresponded to
1, 3 and 5 g of seed per pot, testing three
treatments and an absolute control with three
replicates and one experimental unit in a
randomized complete block design. At 45
days of inoculation and by means of a visual
scale the severity of the obtained isolation
was determined, transforming it to
percentage of infection (PI) by the formula of
Townsend and Heuberger (1943). The data
were subjected to analysis of variance and
multiple comparison test of means using the
Tukey method (a = 0.05). The results
allowed to conclude that the doses of
inoculum tested were pathogenic with a Pl =
76.29 (1 g), 80.95 (3 g) and 85.71% (5 @)
respectively, producing  the  typical
symptomatology of the disease and
presenting the morphological characteristics
of P. cinnamomi, without showing significant
differences between them.

Key words: Phytophthora cinnamomi,
inoculation, pathogenicity.
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CAPITULO IlIl. PATOGENICIDAD DEL AISLAMIENTO DE Phytophthora
cinnamomi Rands. EN PLANTAS DE AGUACATE (Persea americana Mill)

3.1. INTRODUCCION

La tristeza del aguacatero es la enfermedad mas importante y destructiva del
cultivo en el mundo, ataca arboles de todas las edades, incluyendo los de vivero,
destruye las raicillas delgadas provocando la muerte al arbol. Los arboles
afectados presentan un decaimiento progresivo el cual ofrece un aspecto general
de marchitez, en el follaje se observa un color verde pélido, clorosis, defoliacion,
necrosis y hojas mas pequefas de lo normal. Posteriormente las hojas se caen
empezando por las puntas de las ramas iniciAndose asi la defoliacion. La
fructificacion va decayendo, aunque a veces se puede producir una fructificacion
excesiva, con muchos frutos de tamafio pequefio que no llegan a lograr un
tamafio comercial. En la zona radical se observa la ausencia de raicillas y las
raices mas viejas y gruesas desarrollan en su interior manchas de color castafio
rojizo cuando el arbol presenta un estado avanzado de la enfermedad. Cuando
la enfermedad se detecta en sus inicios Unicamente se observa que las raices
absorbentes se tornan de un color oscuro, se vuelven quebradizas y finalmente
mueren. Los sintomas mencionados anteriormente se detectan facilmente en

época de lluvias (Morales, 2011).

La causa de la perdida de arboles de aguacate en diferentes etapas del cultivo
es debido principalmente a la tristeza del aguacatero, enfermedad causada por
P. cinnamomi Rands., oomycete perteneciente a la familia Pythiaceae, que afecta
plantas de cualquier edad, causando marchitez de raices y cancer en el tallo
(Andrade, 2012). El objetivo del estudio fue aislar, identificar y determinar la
cantidad de in6culo infectivo del patdgeno en plantas de aguacate de un afio de
edad en condiciones de invernadero, estableciendo un método de inoculacion a
la raiz de la planta que reprodujera los sintomas de la enfermedad.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Localizacion del experimento

El presente estudio se llevdé a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia y un
invernadero del Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad
Autonoma Chapingo (19°29'34.0"N 98°53'01.5"W) Texcoco, Estado de México
(INEGI, 2014).

3.2.2. Material Vegetal

El ensayo se realizO en plantas de aguacate criollo de raza mexicana,
provenientes de semillas sanas de arboles de un huerto ubicado en el municipio
de Tacambaro, estado de Michoacan. Los frutos fueron despulpados y las
semillas lavadas para eliminar residuos; para acelerar la germinacién, se removio
la testa y se hizo un corte apical tipo candado entre 10 y 20 mm. Las semillas se
desinfestaron por inmersién en Headline (pyraclostrobin) a una dosis de 1.5 ml L
! de agua, Previcur energy (propamocarb + fosetilato) a una dosis de 2 ml L de
agua y Cercobin (tiofanato metilico) a una dosis de 1 g L"* de agua durante cinco
minutos y posteriormente fueron sembradas en suelo previamente desinfestado
con Busan 30W (TCMTB: tiocianometiltio benzotiazol) a una dosis de 10 ml L*
de agua y colocadas en bolsas de 15 cm de ancho por 20 cm de alto, una vez
sembradas se aplicé a cada una de las semillas 50 ml de la solucion obtenida de

la mezcla de los tres fungicidas.
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3.2.3. Patogenicidad

3.2.3.1. Aislamiento del patégeno

El aislamiento empleado en esta investigacion se obtuvo de raices de arboles de
Persea americana procedentes de Tuxpan, Michoacan. Los arboles mostraban
sintomas caracteristicos que causa P. cinnamomi (tristeza del aguacatero). Las
raices fueron extraidas del suelo bajo el area de gotera de arboles de ocho afios
de edad de un huerto ubicado en el municipio de Tuxpan, estado de Michoacan.
Las raices fueron lavadas y desinfestadas en el laboratorio con hipoclorito de
sodio al 3% durante 30 segundos y se enjuagaron tres veces con agua destilada
estéril para eliminar residuos de cloro. Fragmentos de 2 cm de longitud, fueron
sembrados en medio PARPH (pimaricina, ampicilina, rifampicina, PCNB
[pentacloronitrobenceno] e himexazol) (Jeffer y Martin, 1986; Erwin y Ribeiro,
1996). El aislamiento obtenido fue purificado e incrementado en medio Agar —
Agar + jugo V8. La identificacion morfoldgica se llevé a cabo usando las claves
de Waterhouse (1963).

3.2.3.2. Inéculo

La inoculacion de P. cinnamomi consistié en trigo estéril colonizado por el hongo
y las dosis de in6culo fueron de 1, 3y 5 g. El trigo se incorpor6 en cada una de
las plantas en hoyos realizados en el suelo cerca de la raiz que enseguida fueron
tapados. Previamente, las plantas fueron sometidas a inundacion para propiciar

las condiciones adecuadas para el desarrollo del hongo fitopatégeno.
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3.2.3.3. Prueba de patogenicidad

Se realizaron las pruebas de acuerdo con los postulados de Koch y la técnica

descrita por Agrios (2007).

El aislamiento obtenido fue inoculado en plantas sanas de aguacate de raza
mexicana de un afio de edad, asi mismo, se contd con un testigo. Las plantas se
mantuvieron bajo condiciones de invernadero. Después de la inoculacién a cada
planta se le cubrié con una bolsa de plastico, para generar condiciones de alta
humedad relativa.

Se registré el comportamiento temporal de severidad de la enfermedad en la raiz
a los 45 dias después de inoculadas las plantas y a una dosis de inéculo por
planta correspondiente a 1, 3y 5 g de semilla de trigo colonizado de P. cinnamomi
a diferente concentracion de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) del
patdgeno, cuantificadas por medio de la camara de Neubauer. Se ensayaron tres
tratamientos y un testigo, los cuales se arreglaron en un Disefio de Bloques
Completos al Azar (DBCA) con tres repeticiones. La unidad experimental fue de

una planta (Cuadro 4).

Cuadro 4. Tratamientos evaluados en pruebas de patogenicidad

Tratamiento In6culo (UFC) /gt
T1 1lg 1.856 x 107
T2 39 5.568 x 107
T3 509 9.28 x 107
TO
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La evaluacion se realizé por medio de la escala visual propuesta en el Cuadro 5,
registrando la severidad de la enfermedad en la raiz a los 45 dias de inoculado
el patdégeno. Los datos obtenidos de severidad en raiz, se transformaron a
porcentaje de infeccion (PI) mediante la formula de Townsend y Heuberger
(1943):

n*v
%l=%2—— —*100
CM*N

Donde:

% | = Porcentaje de infeccion.

n = Numero de observaciones en una misma escala.
V = Valor numérico de la escala.

CM = Valor maximo de la escala.

N = Total de observaciones a evaluar.

Cuadro 5. Escala visual para evaluar severidad en raiz

indice Descripcién
0 Planta sana
Del 1 al 10% de la Superficie de la Raiz Dafiada (SRD)
Del 11 al 20% de la SRD
Del 21 al 30% de la SRD
Del 31 al 40% de la SRD
Del 41 al 50% de la SRD
Mas de 51% de la SRD
Planta muerta

~No ok N R
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Los resultados obtenidos se sometieron a un andlisis estadistico de los datos, el
cual consistio en un analisis de varianza y una prueba de comparacion multiple
de medias usando el método de la diferencia significativa honesta de Tukey, con
nivel de significancia al 5% (a= 0.05), utilizando el paquete estadistico SAS (SAS,
2017) para determinar el comportamiento del aislamiento de P. cinnamomi y

posteriormente realizar el reaislamiento y poder verificar los postulados de Koch.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

El aislamiento obtenido de P. cinnamomi, mostré ser patogénico al ser inoculado
en las plantas de P. americana de un afio de edad. Las dosis de inoculo
ensayadas ocasionaron sintomas de dafio en la raiz: cancro en tallo, raices
absorbentes quebradizas y de color oscuro, asi como disminucion del area
radicular (Figura 8). Estos sintomas coinciden con los reportados por (Pegg y
Whiley, 1987; Coffey, 1992; Téliz et al., 2000; Ochoa-Fuentes et al., 2014). En

ningun caso se observo esta sintomatologia en las plantas testigo.

" a3
SRS

Figura 8. Sintomatologia en raiz por P. cinnamomi: A) Testigo, B) Dosis 1 g, C)
3gyD)5g
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Una vez manifestados los sintomas de la enfermedad en las pruebas, se procedi6é
a realizar el reaislamiento del patégeno del tejido infectado, lo que permitio
comprobar los postulados de Koch, verificando que la necrosis en raiz
correspondié al desarrollo del patégeno inoculado en la misma. Asi mismo, fue
reproducido en laboratorio donde se observé la morfologia tipica de P cinnamomi:
micelio cenocitico con hifas moderadamente ramificadas y con hinchamientos
vesiculares, clamidosporas y aspecto de la colonia en medio de cultivo tipo roseta
o camelia debido al crecimiento deprimido y algodonoso del micelio (Figura 9).
Caracteristicas que coinciden con las reportadas por (Erwin y Ribeiro, 1996;
Zentmyer, 1980; Almaraz et al., 2016).

Figura 9. Morfologia de P. cinnamomi: A) Medio de cultivo, B), C) y D)
Microscopio.
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Con base en los resultados del andlisis de varianza y prueba de comparacion
multiple de medias con el método Tukey, (a= 0.05), no se observaron diferencias
significativas entre las dosis utilizadas en las pruebas de patogenicidad, solo se
diferenciaron del testigo; sin embargo, la dosis de inoculo infectivo
correspondiente a 5 gramos de semilla de trigo estéril colonizado por el patégeno,
mostré el mayor Pl con un 85.71% (Cuadro 6).

Cuadro 6. Porcentaje de indculo infectivo de P. cinnamomi

Tratamiento UFC / gramo Media + E.E. Pl
19 1.856 x 107 5.33-0.23 a* 76.19%
39 5.568 x 107 5.66-0.23 a 80.95%
59 9.28 x 10 6.00-0.23 a 85.71%
Testigo - 00b -

*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey=0.05)

Maurel et al. (2001), evaluaron un aislamiento patogénico de P. cinnamomi en
raices de castafio (Castanea sativa), utilizando dosis de in6culo infectivo de 5
mililitros de semillas de mijo infectadas con el patégeno, éstas fueron puestas a
remojar durante 24 horas para posteriormente ser esterilizadas dos veces en
viales de vidrio de 350 mililitros y por medio de autoclave a 120 °C en un intervalo
de 24 horas durante 20 minutos. Las semillas de mijo estériles fueron inoculadas
con diez discos que contenian micelio activo del patdgeno reproducido en medio
Agar + jugo V8.

Pérez y colaboradores (2003) reportan dosis de indculo infectivo de 4 gramos de
trigo estéril colonizado del aislado CH53-RN400 de Rosellinia necatrix (sobre
plantas de Persea americana) hongo que ocasiona la pudricion blanca de raiz en

el cultivo de aguacate en Espafia.
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Andrade (2012) reporté dosis de 1 y 2 gramos de semilla estéril como efectivas
para inoculacion de aguacate (Persea americana) en estudios de resistencia a P.

cinnamomi.

Rodriguez y colaboradores (2015) evaluaron dosis de indculo infectivo del
aislamiento ARFRE-008 de P. cinnamomi previamente caracterizado como
virulento, correspondientes a 1, 2, 3, 5 gramos de micelio crecido en granos de
trigo estéril por kilogramo de sustrato, concluyendo que la dosis de 3 y 5 gramos
de inéculo favorecieron la reproduccion de los sintomas de la enfermedad, lo cual

coincide con los resultados obtenidos en el presente estudio.

3.4. CONCLUSIONES

El aislamiento de Phytophthora cinnamomi obtenido de raices con sintomas
caracteristicos de la enfermedad, mostré morfologia tipica del hongo y una
patogenicidad correspondiente al 86% en plantas de aguacate de un afio de edad
a una dosis de 5 gramos de semilla de trigo estéril infectadas con el patégeno y
a una concentracion de 9.28 x 10’ UFC / g1
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EFECTIVIDAD BIOLOGICA in vitro DE PRODUCTOS QUIMICOS Y
BIOLOGICOS EN Phytophthora cinnamomi Rands.

BIOLOGICAL EFFECTIVENESS in vitro OF CHEMICAL AND BIOLOGICAL
PRODUCTS IN Phytophthora cinnamomi Rands.

Tesis de Maestria en Ciencias, Maestria en Proteccion Vegetal, Universidad Auténoma
Chapingo. Fernandez-Paez, Cinthya Marisol* y Acosta-Ramos, Marcelo?.

Resumen?. El cultivo de aguacate, es
afectado por insectos y patdégenos que
causan dafios importantes, ya que
disminuyen rendimiento y afectan la calidad
del fruto. EI estudio tuvo como objetivo
evaluar la efectividad biolégica in vitro de
productos quimicos y biol6égicos sobre P.
cinnamomi. Se ensayaron seis tratamientos
quimicos, cuatro biolégicos y un testigo
absoluto, con tres repeticiones y unidad
experimental de una caja petri en un disefio
completamente al azar. El crecimiento
micelial del aislado, fue medido durante
cinco dias y expresado como porcentaje de
eficacia del tratamiento a través de la
féormula de eficacia de Abbott (1925). Los
datos fueron sometidos a analisis de
varianza y una prueba de comparacion
multiple de medias usando el método de
Tukey (a= 0.05). Los resultados permitieron
concluir que pyraclostrobin + dimetomorf
(Naria top), es significativamente diferente
con respecto a los demés tratamientos,
presentando una efectividad del 58.48%,
seguido de propamocarb + fluopicolide
(Infinito) y metalaxil / mefenoxam (Tokat
240) con una efectividad del 56.13 y 53.61%
respectivamente. Trichoderma harzianum
mostré buen control sobre P. cinnamomi,
debido a que se observd una inhibicién
progresiva del patdégeno a las 72 horas de
incubacion, por lo que el patégeno ya no
tuvo crecimiento micelial. A las 120 horas de
incubacion, T. harzianum sobrecrecié por
completo al patégeno.

Palabras clave: P. cinnamomi, T.
harzianum, fungicida, efectividad biolégica.

1Tesista, 2Director

Abstract® The cultivation of avocado is
affected by insects and pathogens that
cause significant damage, since they
diminish yield and affect the quality of the
fruit. The objective of this study was to
evaluate the in vitro biological effectiveness
of chemical and biological products on P.
cinnamomi. Six chemical treatments, four
biological and one control, were tested with
three replicates and experimental unit of a
petri dish in a completely randomized
design. The mycelial growth of the isolate
was measured over five days and expressed
as a percentage of treatment efficacy
through the Abbott efficacy formula (1925).
The data were subjected to analysis of
variance and a multiple comparison test of
means using the Tukey method (a = 0.05).
The results showed that pyraclostrobin +
dimetomorph (Naria top) is significantly
different from the other treatments, showing
an effectiveness of 58.48%, followed by
propamocarb + fluopicolide (Infinite) and
metalaxyl / mefenoxam (Tokat 240) with an
effectiveness of 56.13 and 53.61%
respectively. Trichoderma harzianum
showed good control over P. cinnamomi,
due to a progressive inhibition of the
pathogen at 72 hours of incubation, so that
the pathogen did not have mycelial growth.
At 120 hours of incubation, T. harzianum
completely overgrown the pathogen.

Key words: P. cinnamomi, T. harzianum,
fungicide, biological effectiveness.
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CAPITULO IV. EFECTIVIDAD BIOLOGICA in vitro DE PRODUCTOS
QUIMICOS Y BIOLOGICOS EN Phytophthora cinnamomi Rands.

4.1. INTRODUCCION

En los ultimos afos, se ha logrado controlar eficazmente a las pudriciones de la
raiz y la parte inferior del tallo ocasionadas por Phytophthora utilizando varios
fungicidas sistémicos como el metalaxil, fosetil aluminio, ethazol y propamocarb,
los cuales se emplean para tratar semillas y suelos o se aplican como
inmersiones de trasplante o como aspersiones, o bien utilizando agua de riego.
En el caso de algunos cultivos como la fresa, la pudricion de la raiz por
Phytophthora también se ha logrado controlar eficazmente fumigando los suelos
con una mezcla de bromuro de metilo y cloropicrina. En algunos casos, las
pudriciones de raiz ocasionadas por este hongo se han controlado al sembrar las
plantulas en suelos supresores que contienen microorganismos antagoénicos a

este patdgeno o sustancias inorganicas que son toxicas al mismo (Agrios, 2007).

El control biologico de plagas, una de las alternativas que existe, debe basarse
en técnicas preventivas, fomentando el desarrollo éptimo de las plantas y su
resistencia natural a plagas y enfermedades. En el caso de Trichoderma, la espe-
cie Trichoderma harzianum ejerce su actividad de hiperparasito competitivo con
la produccién de metabolitos antifiingicos y enzimas hidroliticas, que provocan
cambios estructurales a nivel celular, sin atacar a las plantas superiores; mientras
que las cepas de Bacillus subtilis se caracterizan por producir antibioticos y otras
sustancias con capacidad antifungica que impiden el establecimiento de los
patdogenos (Ezziyyani et al., 2004b). El objetivo del estudio fue evaluar la
efectividad biologica de productos quimicos y bioldgicos, en condiciones de

laboratorio sobre el aislamiento obtenido de P. cinnamomi.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Preparacion del medio + fungicidas

Se prepararon medios de cultivo con Agar - Agar + jugo V8, adicionando seis
fungicidas por separado a una temperatura entre 32 y 36°C: pyraclostrobin +
dimetomorf, propamocarb + fosetilato, metalaxil / mefenoxam, propamocarb +

fluopicolide, metalaxil / mefenoxam y oxatiapiprolin a dosis comercial.

Los fungicidas se mezclaron uniformemente con el medio Agar - Agar + jugo V8,
posteriormente se llevo a cabo el vaciado de la mezcla en cajas petri de plastico.
El medio se dejo reposar y se procedio a realizar la siembra del aislamiento en
cada uno de los tratamientos. Una rodaja de 10 mm de diametro de medio que
contenia micelio activo del patdgeno, se colocé en el centro de una caja petri con
Agar - Agar + jugo V8 + fungicidas (Acosta, 2002).

Asi mismo, se purificaron cuatro productos biologicos: Bacillus subtilis (cepa QST
713), Bacillus subtilis, Bacillus subtilis variedad amyloliquefaciens y Trichoderma
harzianum en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA). Se realizaron cultivos
duales en cajas petri con Agar - Agar + jugo V8 enfrentando cada uno de los
biologicos con el aislamiento obtenido. Para las pruebas con bacterias, estas se
rayaron por medio de hifa en toda la caja petri situando en el centro de la caja
una rodaja de 10 mm de didmetro con micelio de P. cinnamomi. En el caso de T.
harzianum, fue colocado una rodaja de 10 mm de diametro del patégeno y otro
del posible biocontrolador en lados opuestos a 1 cm del borde (Correa et al.,
2007).

El crecimiento micelial (diametro de las colonias en mm) del aislamiento de P.
cinnamomi sembrado en diez tratamientos y un testigo (Cuadro 7), fueron
evaluados diariamente usando un vernier. La eficacia de los tratamientos en el
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aislamiento de P. cinnamomi se determin6 después de cinco dias de crecimiento,
a través de la férmula de eficacia de Abbott (Abbott, 1925). Para la evaluacién de
la capacidad biocontroladora de T. harzianum se emple6 la escala utilizada por
Ezziyyani et al. (2004a) (Cuadro 8).

Cuadro 7. Tratamientos: productos y dosis utilizadas en la evaluacion

Dosis Dosis en

comercial 20 mL
Bacillus sut;tllll??) (CepaQST  go11  o12gL?

B2 Probac BS Bacillus subtilis 6 mL? 0.12 mL1?
Bacillus subitilis variedad

Trat. Producto Ingrediente activo

B1* Serenade max

B3 Taegro : . 1glL? 0.02gL*
amyloliquefaciens
B4 PHC T-22 Trichoderma harzianum 4 mL? 0.08 mL*
Q1 Naria top Pyraclostrobin + Dimetomorf 2glLt 0.04gL?
Q2 Previcur Propamocarb + Fosetilato 3mLt 0.06 mL?
energy

Q3 RldoArg(I)gold Metalaxil / Mefenoxam 1.5mLt 0.03mL?
Q4 Infinito Propamocarb + Fluopicolide 2mL? 0.04 mL*
Q5 Tokat 240 Metalaxil / Mefenoxam 3mL? 0.06 mL?
Q6 Zorvec Oxatiapiprolin 0.5mLt 0.01mLt?
T0 Testigo - e e

*: B: producto bioldgico, Q: producto quimico, T: testigo

Cuadro 8. Escala para la evaluacion de la capacidad antagoénica de T.

harzianum
Grado Capacidad antago6nica Potencial biocontrolador
0 Ninguna invasion de la superficie de la cepa patdogena Muy malo
1 Y, invasion de la superficie de la cepa patdégena Malo
2 % invasion de la superficie de la cepa patdégena Deficiente
3 Total invasién de la superficie de la cepa patégena Bueno
Total invasion de la superficie de la cepa patdégena
4 P pa patog Muy bueno

esporulacién sobre ella
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4.2.2. Disefio de tratamientos y disefio experimental

Se ensayaron seis tratamientos quimicos, cuatro bioldgicos y un testigo (Cuadro
7) para el aislamiento. Los tratamientos se arreglaron en un Disefio
Completamente al Azar (DCA) con tres repeticiones. La unidad experimental fue
una caja petri para cada tratamiento.

4.2.3. Variables a medir
Eficacia de tratamientos
Medido a través de crecimiento micelial de la colonia en milimetros y expresado

como porcentaje de eficacia del tratamiento a través de la formula de eficacia de
Abbott (Abbott, 1925).

ET = u x 100
RT

Donde:

ET = % eficacia del tratamiento.
RT = diametro en mm de cada uno de los aislamientos en el testigo absoluto.
rt = diametro en mm de cada uno de los aislamientos en los fungicidas

evaluados.
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Capacidad biocontroladora

Medida a través de la escala visual propuesta por Ezziyyani et al. (2004a) para
la evaluacion de la capacidad antagonica de T. harzianum.

4.2.4. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos consisti6 en un analisis de varianza y una
prueba de comparacion multiple de medias usando el método de la diferencia
significativa honesta de Tukey, con nivel de significancia al 5% (a= 0.05),
utilizando el paquete estadistico SAS (SAS, 2017).

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Con base en los resultados del analisis de varianza y prueba de comparacion
multiple de medias del método de la diferencia significativa honesta de Tukey,
con nivel de significancia al 5% (a= 0.05), se observd que las pruebas in vitro
mostraron diferencias significativas en el crecimiento de P. cinnamomi entre los
tratamientos ensayados, ya que pyraclostrobin + dimetomorf (Naria top) mostro
mayor eficacia en la inhibicion del aislamiento, debido a que la media de
crecimiento micelial del patégeno fue menor con respecto a los demas
tratamientos, presentando una efectividad del 58.48%, seguido de propamocarb
+ fluopicolide (Infinito) y metalaxil / mefenoxam (Tokat 240) con una efectividad
del 56.13 y 53.61% respectivamente (Cuadro 9 y Figura 10, 11y 12).
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Cuadro 9. Medias de crecimiento micelial y porcentaje de efectividad

Tratamientos Nombr_e Media + E.E. Efectividad

comercial (%)

Testgo | - 3.6933-0.2296 a* = -----

T. harzianum PHC T-22 2.8533-0.2296 ab 22.74

Propamocarb + Previcur 2.6333-0.2296 abc 28.70

Fosetilato energy

Oxatiapiprolin Zorvec 2.5267-0.2296 bcd 31.58

B. subtilis variedad Taegro 2.3733-0.2296 bed 35.74

amyloliquefaciens

B. subtilis Probac BS 2.3733-0.2296 bcd 35.74

B. subitilis (cepa QST Serenade 2 2867-0.2296 bed 3808

713) max

Metalaxil / Mefenoxam ffé%om" gold 1 9667-0.2296 bed 46.75

Metalaxil / Mefenoxam | Tokat 240 1.7133-0.2296 cd 53.61

Propamocarb + Infinito 1.6200-0.2296 cd 56.13

Fluopicolide

Pyraclostrobin + Naria top 1.5333-0.2296 d 58.48

Dimetomorf

*Medias con al menos una letra igual no son estadisticamente diferentes (Tukey a= 0.05)
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Figura 10. Desarrollo de P. cinnamomi en medio Agar - Agar + jugo V8: A)
Testigo, B) Propamocarb + Fluopicolide (Infinito), C) Pyraclostrobin + Dimetomorf
(Naria top), D) Propamocarb + Fosetilato (Previcur energy), E) Metalaxil /
Mefenoxam (Ridomil gold 480), F) Metalaxil / Mefenoxam (Tokat 240) y G)
Oxatiapiprolin (Zorvec)

Figura 11. Desarrollo de P. cinnamomi en medio Agar - Agar + jugo V8: A)
Testigo, H) B. subtilis cepa QST713 (Serenade max), 1) B. subtilis variedad
amyloliquefaciens (Taegro), J) B. subtilis (Probac BS) y K) T. harzianum (PHC T-
22)
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Figura 12. Gréfica de porcentaje de efectividad de tratamientos quimicos y
biolégicos

Sin embargo, Trichoderma harzianum mostré buen control sobre el aislamiento
de P. cinnamomi, debido a que se observo una inhibicidén progresiva del patégeno
a las 72 horas de incubacién, por lo que el patégeno ya no tuvo crecimiento
micelial. Asi mismo, a las 120 horas de incubacién T. harzianum sobrecrecié por
completo al patégeno con un crecimiento micelial de 6.0 cm de radio con respecto
del patdgeno, el cual solo tuvo un crecimiento micelial de 1.6 cm de radio (Cuadro
10), por lo que de acuerdo a la escala de Ezziyyani et al. (2004a) T. harzianum
obtuvo un grado de 4 que lo califica con muy buen potencial biocontrolador
(Cuadro 11 y Figura 13).
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Cuadro 10. Comparacion de crecimiento micelial del patdgeno (Phytophthora
cinnamomi) vs Trichoderma harzianum (biocontrolador)

Tiempo (horas) Media: crecimiento micelial (centimetros)

Phytophthora cinnamomi  Trichoderma harzianum

24 0.80 1.00
48 1.33 2.26
72 1.66 3.53
96 1.66 5.40
120 1.66 6.00

Cuadro 11. Resultados del comportamiento de Trichoderma harzianum frente a
Phytophthora cinnamomi de acuerdo a la escala de Ezziyyani et al. (2004a)

Biocontrolador Grado Capacidad antagonica Potencial
Trichoderma 4 Total invasion de la superficie de la Muy
harzianum cepa patdgena esporulacion sobre bueno
ella

Figura 13. Confrontacion de Phytophthora cinnamomi vs Trichoderma
harzianum: A) 72 horas y B) 120 horas
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En el aflo 1986, Rodriguez determind que el mejor tratamiento para el control de
la enfermedad fue la mezcla entre el fungicida metalaxil y el estiércol vacuno, lo
cual fue atribuido a que dicho fungicida es tomado rapidamente por la planta (ya
sea a partir de hojas, tallo o raices) y es traslocado hacia arriba (acropétalo) a
través del sistema apoplastico de la planta y también a que la materia orgéanica
aplicada al suelo, le proporciona muchas caracteristicas benéficas entre las
cuales se cuentan: el favorecimiento de una fuerte actividad microbiana dentro
de la cual pueden actuar multiples organismos antagonicos al patdgeno, la
formacién de una barrera microbiolégica que puede contribuir a la tolerancia de
algunas especies de plantas hacia ciertas enfermedades radicales, mayor

cantidad de nutrimentos aprovechables y mejoramiento de la estructura del suelo.

Por otro lado, Ezziyyani y colaboradores (2011) estudiaron la capacidad
antifingica in vitro de Trichoderma harzianum sobre el oomycete Phytophthora
capsici en cultivos duales, obteniendo como resultado el efecto antagonico del
patégeno, ya que el antagonista sobrecrecié y redujo totalmente la colonia del
patdgeno. La zona de inhibicion producida por T. harzianum, frente al patégeno,
aument6é a medida que transcurrio el tiempo, acompafiado de la destruccion del
micelio fangico desarrollado. Se observé una zona de inhibicion progresiva
debido a la mayor velocidad de crecimiento de T. harzianum, mostrando un efecto
de hiperparasitismo por la inhibicién del crecimiento micelial, asi mismo, contintio
creciendo hasta invadir totalmente la superficie de la colonia del hongo patégeno

e incluso esporulando sobre el mismo.

Almaraz-Sanchez et al. (2012) evaluaron bioensayos contra P. cinnamomi
utilizando aislamientos obtenidos del género Trichoderma, mediante la
observacién de los mecanismos de competencia, micoparasitismo y antibiosis;
observando que todos los aislamientos de Trichoderma invadieron las colonias
de P. cinnamomi por el mecanismo de competencia, y en algunos casos debido

al micoparasitismo ocasionaron lisis. En todas las confrontaciones, los
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aislamientos de Trichoderma fueron capaces de reducir el crecimiento y
desarrollo del patégeno, lo que permitid visualizar que Trichoderma es un buen

candidato en el control biologico de P. cinnamomi.

4.4. CONCLUSIONES

Los resultados permitieron concluir que pyraclostrobin + dimetomorf (Naria Top),
fue el mejor producto al mostrar una mayor inhibicién del crecimiento de P.
cinnamomi con respecto a los demas tratamientos quimicos y bioldgicos,
presentando una efectividad del 58.48%, seguido de propamocarb + fluopicolide
(Infinito) y metalaxil / mefenoxam (Tokat 240) con una efectividad del 56.13 y
53.61% respectivamente. Trichoderma harzianum mostré buen control sobre el
aislamiento de P. cinnamomi hasta llenar por completo la caja petri, ya que se
observé una inhibicién progresiva en el crecimiento micelial del patdgeno a las

72 horas de incubacion.
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EFECTIVIDAD BIOLOGICA in vivo DE PRODUCTOS QUIMICOS Y
BIOLOGICOS EN Phytophthora cinnamomi Rands.

BIOLOGICAL EFFECTIVENESS in vivo OF CHEMICAL AND BIOLOGICAL
PRODUCTS IN Phytophthora cinnamomi Rands.

Tesis de Maestria en Ciencias, Maestria en Proteccién Vegetal, Universidad Autonoma
Chapingo. Fernandez-Paez, Cinthya Marisol* y Acosta-Ramos, Marcelo?.

Resumen?: La tristeza del aguacatero es la
enfermedad mas importante y destructiva
del cultivo en el mundo, ataca arboles de
todas las edades, incluyendo los de vivero,
destruye las raicillas delgadas provocando la
muerte al arbol. El estudio tuvo como
objetivo evaluar la efectividad biolégica de
productos quimicos y biolégicos sobre P.
cinnamomi en condiciones de invernadero.
Se ensayaron seis tratamientos quimicos,
cuatro biolégicos y un testigo absoluto con
tres repeticiones y unidad experimental de
tres plantas en un disefio de bloques
completos al azar. Las dosis de in6culo fue
de 5 g de semilla de trigo estéril con micelio
del hongo a una concentracion de 9.28 x 107
de UFC / g1. Alos 50 dias de aplicados los
tratamientos y por medio de una escala
visual se determiné la severidad de la
enfermedad en raiz, transformandolo a
porcentaje de infeccion (PI) mediante la
féormula de Townsend y Heuberger (1943),
determinando asi la eficacia de los
tratamientos aplicados. Los datos fueron
sometidos a andlisis de varianza y una
prueba de comparacion multiple de medias
usando el método de la Diferencia Minima
Significativa (DMS) (a= 0.05). Los resultados
permitieron concluir que pyraclostrobin +
dimetomorf (Naria top) y propamocarb +
fluopicolide (Infinito), son significativamente
diferentes con respecto a los demas
tratamientos, presentando un Pl del 68.25 y
69.84% respectivamente, seguido de
metalaxil / mefenoxam (Ridomil gold 480)
con un Pl del 71.42%.

Palabras clave: P. cinnamomi, quimicos,
bioldgicos, efectividad bioldgica.

1Tesista, 2Director

Abstract®: The sadness of the aguacatero is
the most important and destructive disease
of the crop in the world, it attacks trees of all
the ages, including those of nursery, it
destroys the thin rootlets causing death to
the tree. The study aimed to evaluate the
biological effectiveness of chemical and
biological products on P. cinnamomi under
greenhouse conditions. Six chemical
treatments, four biological treatments and an
absolute control with three replications and
three-stage experimental unit were tested in
a randomized complete block design. The
inoculum doses were 5 g of sterile wheat
seed with mycelium of the fungus at a
concentration of 9.28 x 107 CFU / g1. After
50 days of treatment, the severity of the root
disease was determined by transforming it to
percentage of infection (Pl) using the
Townsend and Heuberger formula (1943),
thus determining the efficacy of the applied
treatments. The data were subjected to
analysis of variance and a multiple
comparison test of means using the Least
Significant Diference (LSD) method (a=
0.05). The results showed that pyraclostrobin
+ dimetomorph (Naria top) and propamocarb
+ fluopicolide (Infinite) are significantly
different from the other treatments,
presenting a Pl of 68.25 and 69.84%
respectively, followed by metalaxyl /
mefenoxam (Ridomil gold 480) with a PI of
71.42%.

Key words: P. cinnamomi, chemical,
biological, biological effectiveness.
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CAPITULO V. EFECTIVIDAD BIOLOGICA in vivo DE PRODUCTOS
QUIMICOS Y BIOLOGICOS EN Phytophthora cinnamomi Rands.

5.1. INTRODUCCION

Tanto T. harzianum como B. subtilis crecen rapidamente en cultivo liquido,
forman endosporas y producen metabolitos secundarios que reducen la
posibilidad de desarrollar resistencia por parte del patogeno. También presentan
la ventaja de que se degradan de forma paulatina. El grado de ataque de estos
antagonistas depende de factores como el ambiente, el estado del tejido vegetal
y, en el caso de los hongos, de la cantidad y calidad del in6culo (Hernandez et
al., 2007). Varios autores han analizado la liberacibn de compuestos con
propiedades antifingicas como la subtilina y otros antibiéticos de la familia de las
iturinas. Se ha demostrado que B. subtilis no solo produce compuestos

antibacteriales sino también antifingicos (Santander, 2012).

Se ha demostrado que varios hongos y bacterias parasitan a las oosporas de
Phytophthora o son antagénicos de este hongo, pero hasta ahora ninguno de
ellos se ha utilizado para controlar eficazmente a este patégeno. Sin embargo,
en los dltimos afios, la corteza de arboles usada como composta mezclada con
suelo o con mezclas carentes del mismo y que se utilizan para obtener plantas
cultivadas en macetas o en lotes de invernadero, ha reducido en forma
significativa las infecciones de las plantas causadas por Phytophthora (Agrios,
2007).

De acuerdo con Téliz y colaboradores (2000) metalaxil es un producto especifico
contra P. cinnamomi. Sin embargo su efectividad disminuye con el tiempo, debido
a la resistencia que el patégeno desarrolla hacia el fungicida, como ha sucedido
con enfermedades importantes como el tizén tardio de la papa, P. infestans y el
mildiu del tabaco Peronospora destructor. El objetivo del presente estudio fue
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determinar la efectividad biolégica de productos quimicos y biologicos sobre el
aislamiento de P. cinnamomi en plantas de aguacate en condiciones de

invernadero.

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Inoculacion + fungicidas

El ensayo se llevé a cabo en plantas de aguacate criollo raza mexicana de un
afio de edad, las cuales se inocularon con 5 g de trigo colonizado por el
aislamiento obtenido de P. cinnamomi, a una concentracion de 9.28 x 107 UFC /
gramo de semilla. Los productos quimicos y biolégicos evaluados fueron:
pyraclostrobin + dimetomorf, propamocarb + fosetilato, metalaxil / mefenoxam,
propamocarb + fluopicolide, metalaxil, oxatiapiprolin, Bacillus subtilis (cepa QST
713), Bacillus subtilis y Bacillus subtilis variedad amyloliquefaciens a dosis
comercial (Cuadro 7) en 200 ml de agua por planta. Los productos se aplicaron
12 horas después de la inoculacién. Se hicieron tres aplicaciones de cada
producto a los 0, 21 y 42 dias.

Se registré el comportamiento temporal de severidad de la enfermedad en la raiz
a los 50 dias después de aplicados los tratamientos. La evaluacion se realizé por
medio de la escala visual propuesta en el Cuadro 5. Previamente, las plantas
fueron sometidas a inundacion para propiciar las condiciones adecuadas para el

desarrollo del hongo fitopatégeno.

5.2.2. Disefio de tratamientos y disefio experimental

Nuevamente, al igual que en la evaluacion in vitro, en este experimento se usaron

seis tratamientos quimicos, cuatro biolégicos y un testigo (Cuadro 7), los cuales
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se arreglaron en un Disefio de Blogues Completos al Azar (DBCA) con tres

repeticiones. La unidad experimental fueron tres plantas.

5.2.3. Variables a medir

Severidad

Las evaluaciones se realizaron a los 50 dias después de aplicados los
tratamientos. La severidad fue determinada con la escala visual propuesta en el
Cuadro 5.

Eficacia de tratamientos

Los datos obtenidos de severidad en raiz, se transformaron a porcentaje de
infeccion (PI) mediante la férmula de Townsend y Heuberger (1943) descrita

anteriormente para las pruebas de patogenicidad.

5.2.4. Anédlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos consisti6 en un analisis de varianza y una
prueba de comparacién multiple de medias usando el método de la Diferencia
Minima Significativa (DMS), con nivel de significancia al 5% (a= 0.05), utilizando
el paquete estadistico SAS (SAS, 2017).

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Con base en los resultados del analisis de varianza y prueba de comparacion
multiple de medias con el método de la DMS, con nivel de significancia al 5%
(0=0.05), se observO que en los ensayos realizados en invernadero para
determinar la efectividad biologica de los productos, se presentaron diferencias
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significativas entre los tratamientos. Pyraclostrobin + dimetomorf (Naria top) y
propamocarb + fluopicolide (Infinito) mostraron mayor eficacia en la inhibicion del
desarrollo del patégeno, la media del porcentaje de infeccion fue menor con
respecto a los demas tratamientos con un Pl del 68.25 y Pl del 69.84%
respectivamente, seguido de metalaxil / mefenoxam (Ridomil gold 480) con PI del
71.42% (Cuadro 12, Figura 14 y 15).

Se realizaron pruebas de contrastes entre el efecto promedio de los tratamientos
quimicos vs los tratamientos bioldgicos, donde los resultados mostraron
diferencias significativas (a=0.05) de que los productos quimicos lograron mayor

control del patégeno que los productos biologicos.
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Figura 14. Severidad en raiz: A) Testigo, B) B. subtilis cepa QST 713 (Serenade
max), C) B. subtilis (Probac BS), D) B. subtilis variedad amyloliquefaciens
(Taegro), E) T. harzianum (PHC T-22), F) Pyraclostrobin + Dimetomorf (Naria
top), G) Propamocarb + Fosetilato (Previcur energy), H) Metalaxil / Mefenoxam
(Ridomil gold 480), 1) Propamocarb + Fluopicolide (Infinito), J) Metalaxil /
Mefenoxam (Tokat 240) y K) Oxatiapiprolin (Zorvec)
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Cuadro 12. Medias de PIy efectividad de productos quimicos y biologicos

Tratamientos Nombr_e Media P!
comercial (%)
Testgpo | - 85.714 a* 85.71
T. harzianum PHC T-22 80.952 abc 80.95
. Previcur
Propamocarb + Fosetilato 76.190 abcd 76.19
energy
Oxatiapiprolin Zorvec 76.190 abcd 74.60
B. . SUbt'“S.' variedad Taegro 84.127 a 84.12
amyloliquefaciens
B. subtilis Probac BS 79.365 abcd 79.36
B. subtilis (cepa QST 713) zzrf”ade 82.540 ab 82.53
Metalaxil / Mefenoxam Ridomil 71.429 cd 71.42
gold 480
Metalaxil / Mefenoxam Tokat 240 73.016 bcd 73.01
Propamocarb + Fluopicolide | Infinito 69.841d 69.84
Pyraclostrobin + Dimetomorf | Naria top 69.841 d 68.25

*Medias con al menos una letra igual no son estadisticamente diferentes (DMS a= 0.05)
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Figura 15. Grafica de PI de P. cinnamomi: tratamientos quimicos y biolégicos
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Vidales-Fernandez y Alcantar-Rocillo (1999) experimentaron la combinacion de
diferentes tratamientos: solarizacion, descope, estiércol de bovino, paja de alfalfa
e inyeccion al tronco con fosetil aluminio para el control de P. cinnamomi en
arboles de aguacate. El objetivo fue cuantificar el efecto de los tratamientos sobre
el patdégeno y la poblacion de hongos saprofitos, actinomicetes y bacterias
saprofitas en el suelo. Concluyendo que uno los mejores tratamientos para el
control de la tristeza del aguacatero fue el descope de arboles, solarizacién,
inyeccion de fosetil aluminio al tronco del arbol y aplicacion al cajete de 150 kg

de estiércol de bovino mas 100 kg de harina de alfalfa.

Ramirez et al. (2014) ensayaron tratamientos con productos quimicos a base de
metalaxil + mancozeb, fosfitos de potasio y cepas comerciales de Trichoderma
sp. en condiciones de invernadero, para el manejo del aislamiento CIB-35 de P.
cinnamomi sobre Persea americana, en donde Trichoderma presento los mejores
resultados en la reduccion del progreso de la enfermedad de marchitez en las
plantas inoculadas con P. cinnamomi con un nivel superior al tratamiento con los

fungicidas.

Por otro lado Leal y colaboradores (2014) observaron que mancozeb 64% +
metalaxil 4%, mancozeb 35% + fosetil aluminio 35%, fosfito de potasio, T.
harzianum y cobertura organica a base de bagazo de cafia con alto contenido de
celulosa y suelos fértiles con alto contenido de materia organica en condiciones
de invernadero, disminuyeron significativamente la enfermedad de tristeza del
aguacatero, indicando que pueden ser utilizados en programas de manejo

integral de P. cinnamomi.
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5.4. CONCLUSIONES

Los resultados permitieron concluir que en condiciones de invernadero,
pyraclostrobin + dimetomorf (Naria top) y propamocarb + fluopicolide (Infinito),
presentan una mayor efectividad bioldgica con respecto a los demas tratamientos
quimicos y biolégicos, exhibiendo un porcentaje de infeccion del 68.25 y 69.84%
respectivamente, seguido de metalaxil / mefenoxam (Ridomil gold 480) con un PI
del 71.42%. En las pruebas de contrastes, los productos quimicos lograron mayor

control del patégeno que los productos bioldgicos.
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EFECTIVIDAD BIOLOGICA in vivo DE PRODUCTOS INDUCTORES DE
DEFENSA Y ENRAIZADORES EN Phytophthora cinnamomi Rands.

BIOLOGICAL EFFECTIVENESS in vivo OF DEFENSE INDUCTOR
PRODUCTS AND ROOTING IN Phytophthora cinnamomi Rands.

Tesis de Maestria en Ciencias, Maestria en Proteccién Vegetal, Universidad Autonoma
Chapingo. Fernandez-Paez, Cinthya Marisol* y Acosta-Ramos, Marcelo?.

Resumen*: Phytophthora cinnamomi, es un
oomycete perteneciente a la familia
Pythiaceae, que afecta plantas de cualquier
edad, causando marchitez de raices y
cancer en el tallo. El estudio tuvo como
objetivo evaluar en invernadero la
efectividad biolégica de productos
inductores de defensa y enraizadores sobre
P. cinnamomi. Se ensayaron dos
tratamientos inductores de defensas, tres
enraizadores y un testigo absoluto, con tres
repeticiones y unidad experimental de tres
plantas en un disefio de bloques completos
al azar. Las dosis de inéculo fue de 5 g de
semilla de trigo estéril con micelio del hongo,
a una concentracion de 9.28 x 107 de UFC /
gl A los 50 dias de aplicados Ilos
tratamientos y por medio de una escala
visual se determiné la severidad de la
enfermedad en raiz, transformandolo a
porcentaje de infeccion (PI) mediante la
féormula de Townsend y Heuberger (1943),
determinando asi la eficacia de los
tratamientos aplicados. Los datos fueron
sometidos a andlisis de varianza y una
prueba de comparacion multiple de medias
usando el método de Tukey (a= 0.05). Los
resultados permitieron concluir que los
fosfitos de potasio (Nutri Phite Magnum),
fueron significativamente diferente con
respecto a los demas tratamientos,
presentando un Pl del 76.19%, seguido de
los fosfitos de cobre (Nutri Phite Hi Grade) y
Quillaja saponaria (QL Agri) con un PI del
80.95 y 82.53% respectivamente.

Palabras clave: P. cinnamomi, efectividad
bioldgica, inductores de  defensas,
enraizadores.

1Tesista, 2Director

Abstract*: Phytophthora cinnamomi, is an
oomycete belonging to the family
Pythiaceae, which affects plants of any age,
causing root wilt and cancer in the stem. The
study aimed to evaluate in greenhouse the
biological effectiveness of defense inducing
products and rooting on P. cinnamomi. Two
defensive inducer treatments, three rotifers
and an absolute control with three replicates
were tested in a randomized complete block
design. Each experimental unit consisted in
three plants. The inoculum doses were 5 g
of sterile wheat seed with mycelium of the
fungus, at a concentration of 9.28 x 107 CFU
/ g1. After 50 days of treatment, the severity
of the root disease was determined by
transforming it to percentage of infection (PI)
using the Townsend and Heuberger formula
(1943), thus determining the efficacy of the
applied treatments. The data were subjected
to analysis of variance and a multiple
comparison test of means using the Tukey
method (a = 0.05). The results showed that
potassium phosphites (Nutri Phite Magnum)
were significantly different from the other
treatments, presenting a Pl of 76.19%,
followed by the copper phosphites (Nutri
Phite Hi Grade) and Quillaja saponaria (QL
Agri) with an IP of 80.95 and 82.53%
respectively.

Key words: P. cinnamomi, biological
effectiveness, inducers of defenses, rooting.

66



CAPITULO VI. EFECTIVIDAD BIOLOGICA in vivo DE PRODUCTOS
INDUCTORES DE DEFENSA Y ENRAIZADORES EN Phytophthora

cinnamomi Rands.

6.1. INTRODUCCION

El uso de los fosfitos en la agricultura se ha investigado principalmente por su
efecto contra las enfermedades en plantas, mas que como fuente de nutricion en
ellas. Esto ultimo puede ocurrir Unicamente si los fosfitos se aplican al suelo y
entran en contacto con géneros de bacterias que pueden oxidarlos a fosfatos
(McDonald et al., 2001). La aplicacion de sales de fosfito pueden reducir la
susceptibilidad de las plantas a las enfermedades causadas por hongos y

pseudohongos (Deliopoulos et al., 2010).

El éxito en el control de enfermedades ha sido reportado en diversos trabajos
experimentales, asi, Cervera y colaboradores (2007), investigaron el efecto del
fosfito de calcio, potasio y magnesio en el control de Phytophthora cinnamomi en
plantas de aguacate, encontrando que ademas de reducir el efecto del patbgeno
en las plantas, los tratamientos mejoraron las variables agronémicas: niamero de
hojas, rendimiento fotosintético y densidad radicular. El objetivo del presente
estudio fue evaluar el efecto de productos inductores de defensa y enraizadores
en plantas de aguacate en condiciones de invernadero infectadas con P.

cinnamomi.

6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Inoculacion + inductores de defensa y enraizadores

El ensayo se llevo a cabo en plantas de aguacate criollo raza mexicana de un

afio de edad, las cuales se inocularon con 5 g de trigo colonizado por el
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aislamiento obtenido de P. cinnamomi, a una concentraciéon 9.28 x 10’ UFC/ g*.
Los inductores de defensas y enraizadores evaluados fueron: Nutri Phite
Magnum, Nutri Phite Hi Grade, Raizal, Rootex y QL Agri 35 a dosis comercial
(Cuadro 13). Los productos se aplicaron 12 horas después de la inoculacion. Se

hicieron tres aplicaciones de cada producto a los 0, 21 y 42 dias.

Se registro el comportamiento temporal de severidad de la enfermedad en la raiz
a los 50 dias después de aplicados los tratamientos. La evaluacion se realizo por
medio de la escala visual propuesta en el Cuadro 5. Previamente, las plantas
fueron sometidas a inundacién para propiciar las condiciones adecuadas para el

desarrollo del hongo fitopatégeno.

Cuadro 13. Tratamientos: productos inductores de defensa y enraizadores

: . Dosis Dosis en
Trat. Producto Ingrediente activo comercial 200 mL
ID1* Nutri Phite Fosfitos de K 3mLt 0.6 mL*
Magnum
ip2  Nutii Phite Fosfitos de Cu omLt  0.4mLt
Hi Grade

N, P20s, K20, Mg, Sy

El Raizal . - 4glLt 0.8glLt
complejo auxinico
N, P20s, K20, aminoacidos y
E2 Rootex acidos organicos y 4glL? 0.8glLt
fitohormonas
E3 QL Agri35 Quillaja saponaria 20 mL* 4 mL?
T0 Testgp - emee e

*. ID: Inductor de defensa; E: Enraizador; T: Testigo

6.2.2. Disefo de tratamientos y disefio experimental

Se ensayaron seis tratamientos obtenidos de dos inductores de defensa, tres
enraizadores y un testigo (Cuadro 13), los cuales se arreglaron en un Disefio de
Bloques Completos al Azar (DBCA) con tres repeticiones. La unidad experimental

fueron tres plantas.
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6.2.3. Variables a medir

Severidad

Las evaluaciones se realizaron a los 50 dias después de aplicados los
tratamientos. La severidad fue determinada con la escala visual propuesta en el
Cuadro 5.

Eficacia de tratamientos

Los datos obtenidos de severidad en raiz, se transformaron a porcentaje de
infeccion (PI) mediante la férmula de Townsend y Heuberger (1943) descrita

anteriormente para las pruebas de patogenicidad.

6.2.4. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos consistio en un andlisis de varianza y una
prueba de comparacion multiple de medias usando el método de la diferencia
significativa honesta de Tukey, con nivel de significancia al 5% (a= 0.05),
utilizando el paquete estadistico SAS (SAS, 2017).

6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Con base en los resultados del analisis de varianza y prueba de comparacion
multiple de medias del método de la diferencia significativa honesta de Tukey,
con nivel de significancia al 5% (a= 0.05), se observo que en los ensayos
realizados en invernadero para determinar la efectividad biologica de los
productos inductores de defensa y enraizadores, mostraron diferencias
significativas. Nutri Phite Magnum presenté mayor eficacia en la inhibicion del
patogeno, ya que la media en porcentaje de infeccion fue menor con respecto a
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los demas tratamientos, presentando un Pl del 76.19%, seguido de Nutri Phite Hi
Grade y QL Agri con un PI del 80.95 y 82.53% respectivamente (Cuadro 14 y
Figura 16y 17).

Se realizaron pruebas de contrastes entre el efecto promedio de los tratamientos
inductores de defensa vs los tratamientos enraizadores, donde los resultados
mostraron diferencias significativas (a=0.05), debido a que los productos
inductores de defensas presentaron un menor porcentaje de infeccion del

patégeno que los productos enraizadores.

Cuadro 14. Medias de Pl y efectividad de productos inductores de defensa y
enraizadores

. . Pl

Tratamientos Media (%)
Testigo 85.714 a* 85.71
Nutri Phite Magnum 76.190 b 76.19
Nutri Phite Hi Grade 80.952 ab 80.95
Raizal 85.714 a 85.71
Rootex 85.714 a 85.71
QL Agri 82.540 ab 82.53

*Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey a= 0.05)

Figura 16. Severidad en raiz: tratamientos inductores de defensa y enraizadores
A) Testigo, B) Nutri Phite Magnum, C) Nutri Phite Hi Grade, D) Raizal, E) Rootex

y F) QL Agri

71



Porcentaje de infeccidn

100 3
90 + ab T T ab

70
60
% 50
40
30
20
10

Testigo Nutri Phite  Nutri Phite Hi Raizal Rootex QL Agri
Magnum Grade

TRATAMIENTO
Figura 17. Gréfica de Pl de P. cinnamomi: tratamientos inductores de defensa y
enraizadores

Cervera et al. (2007) evaluaron el fosfito de calcio, potasio y magnesio para el
control de P. cinnamomi en plantas de aguacate con el objetivo de determinar los
efectos de los fosfitos sobre el desarrollo del patégeno, midiendo las variables de
namero de hojas, densidad de raices y rendimiento fotoquimico del fotosistema
Il. Los resultados mostraron que los fosfitos estimularon la produccién de hojas
en alta tasa en las plantas y estas con un alto rendimiento cuantico del
fotosistema Il, ademas de presentar mayor densidad de raices que los testigos

con inoculacion de P. cinnamomi y sin control quimico.

6.4. CONCLUSIONES

Los resultados permitieron concluir que en condiciones de invernadero, Nutri
Phite Magnum presenta una mayor efectividad biolégica respecto a los demas
tratamientos inductores de defensa y enraizadores, mostrando un porcentaje de
infeccion del 76.19%, seguido de Nutri Phite Hi Grade y QL Agri con un porcentaje
de infeccion del 80.95 y 82.53% respectivamente. En las pruebas de contrastes,
los productos inductores de defensa presentaron un menor porcentaje de

infeccion del patégeno que los productos enraizadores.
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6.5. RECOMENDACIONES GENERALES

» Evaluar la combinacion de los mejores tratamientos en la inhibicion del
desarrollo de P. cinnamomi en el cultivo de aguacate, ensayados en el
presente estudio: pyraclostrobin + dimetomorf (Naria top), propamocarb +
fluopicolide (Infinito), metalaxil / mefenoxam (Ridomil gold 480), metalaxil
/ mefenoxam (Tokat 240), Trichoderma harzianum (PHC T-22), fosfitos de
potasio (Nutri Phite Magnum), fosfitos de cobre (Nutri Phite Hi Grade) y
Quillaja saponaria (QL Agri), elaborando diferentes paquetes para el

manejo del patégeno.

» Estimar y determinar el uso de aplicaciones preventivas de los productos
a base de fosfito, debido a que estos ayudan a inducir el mecanismo de
defensa de las plantas mediante la produccién de fitoalexinas, para

obtener mejores resultados.
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