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Estrella de libertad.

Si el pasado te atormenta, busca una luz en la oscuridad. Deja de ser presa del
ayer, que no te atormente lo que pudo haber sido. Haz de lo sucedido una
experiencia, pues de lo contrario corres el riesgo de perder lo tinico que posees: tu
presente. Ama lo que eres y sin reclamos decidete a vivir aqui y ahora (a estrella
de la libertad que Dios te concedio al nacer. Decidete a vivir intensamente el
ahora.

Estrella de libertad es decidir lo que deseas ser. No existe ni ayer ni mafiana. Es
hoy lo tinico que posees, tu iinico patrimonio eres tii mismo y nadie mds puede
tener un plan para tu vida. Es tu vida lo tinico que posees, atrévete a vivirla
intensamente usando tu don mds grande: la libertad.

Para encontrar la estrella de la libertad es necesario aprender a perdonar:
A ti mismo con tus propias limitaciones.

Un pasado que no puedes modificar.
Tu circunstancia, la cual puec{e.s camﬁggr

A los seres que te rod?zan af \.fg,_.,_. 1005 cunamlo bcs cmpezar por
aceptarlos. {

2 R S Al 2
Y finalmente, a ¢ Dlwlén has pcipo?‘ wilesti isadversidades.
Estrella de [a libertad es constr;f;r fio o Decidete a luchar por hacer

surgir al gigante que estd dormido dentro de*fi, atrévete a ser: agradecido,
optimista, tenaz, perseverante y luchar incansablemente por lograr tus sueios.

Dios, haz que pueda comprender mi libertad y logre alcanzar la estrella de la
plenitud, pues es mi vida lo tinico que poseo y deseo fervientemente ser una luz
mds en la grandeza de tu creacion.

Miguel Angel Cornejo
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“CONTROL BIOLOGICO DE Fusarium oxysporum EN DOS ESPECIES DE PINO”

“BIOLOGICAL CONTROL OF Fusarium oxysporum IN TWO SPECIES OF PINE”

Maria Angelica Roldan Cortes' David Cibrian Tovar?

RESUMEN

Con la finalidad de determinar el efecto que ejerce el
hongo antagonista Trichoderma erinaceum contra
hongos causantes de pudricidn de raiz en plantas de
vivero, se realizaron pruebas /n Virro. en medio de
cultivo PDA (papa-dextrosa-agar), de cuatro
patogenos v el antagonista 7. erinaceum. En los
bioensayos 7. erinaceum inhibié 88% la colonia de
Fusarium oxysporum: contra Fusarium sp. el efecto
inhibitorio fue 94% de la cepa. El porcentaje de
inhibicion de Phytophthora sp. fue de 98% vy de
Cylindrocladium sp. de 97%.

También se evaluo, en dos fases, la efectividad
biologica de T. erinaceum contra F. oxysporum en
plantulas  de  Pinus  michoacana v Pinus
pseudostrobus durante su desarrollo en el vivero. La
primera fase fue para evaluar el porcentaje de
germinacion por especie con inoculacion a las
semillas previa a la siembra. El periodo fue a partir
de la siembra (25-01-2007) hasta concluir la
germinacion (30-04-2007), para lo cual se empled un
Disefio Completamente al Azar con 7 tratamientos:
T1 (Testigo con sustrato esteril). T2 (Testigo con
sustrato no estéril), T3 (7. erinaceum). T4 (T
erinaceum + F. oxysporum), T5 (Tiabendazol), T6
(Tiabendazol + F. oxysporum) y T7 (F. oxvsporun)
y 5 repeticiones cada uno. Mediante ANOVA vy
GLM con nivel de significancia de «=0.05 vy
comparacion de medias a través de Tukey no se
encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos de cada especie.

La segunda fase en el vivero fue de mayo a octubre
de 2007, el objetivo fue evaluar en las plantulas las
variables diametro, altura y materia seca de raiz. Se
hizo un reacomodo de plantulas bajo un Disefio en
Parcelas Divididas con los mismos tratamientos y
repeticiones que en la fase 1. Se realizaron dos
inoculaciones directas al sustrato con 20 ml de
solucion de 7. erinaceum y F. oxysporum, asi como

! Tesista
=
~ Director de Tesis

ABSTRACT

In order of determining the effect of the antagonistic
fungus Trichoderma erinaceum against root rot
causing fungi in nursery plants, /n Vitro tests were
carried out in a PDA (potato-dextrose-agar) culture
medium on four pathogens and the antagonist 7.
erinaceum. In these trials 7. erinaceum inhibited
88% of the colony of Fusarium oxysporum. With
Fusarium sp. the inhibitory effect was on 94% of the
strain. The percentage of inhibition of Phvtophthora
sp. was 98% and Cylindrocladium sp. of 97%.

In addition, the biological effectiveness of 7T
erinaceum  against  F. oxysporum in Pinus
michoacana and Pinus pseudostrobus seedlings
during their development in the nursery was
evaluated in two phases. In the first phase an
evaluation was made of the percentage of
germination for each species with inoculation of the
seeds prior to planting. The period went from the
time of planting (25-01-2007) to the conclusion of
germination (30-04-2007), for which a Completely
Random Experimental Design was employed with 7
treatments: T1 (Control with a sterile substrate). T2
(Control with a non sterile substrate), T3 (7.
erinaceum). T4 (T. erinaceum + F. oxysporum), T3
(Tiabendazol). T6 (Tiabendazol + F. oxvsporum) and
T7 (F. oxysporum) with 5 repetitions of each. By
means of an ANOVA and a GLM procedure with a
level of significance of «=0.05 and the Tukey means
comparison test. no significant differences were
found between the treatments of each species.

The second phase. in the nursery. went from May to
October of 2007, with the purpose of evaluating in
the seedlings the variables: diameter, height and dry
root matter. The seedlings were rearranged into a
Split Plot Experimental Design with the same
treatments and repetitions as in phase 1. Two
inoculations were made directly into the substrate
with a solution of 20 ml of 7. erinaceum and F.
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aspersion con tiabendazol a cada cavidad segtin los
tratamientos asignados. Después de cada una. se
tomaron mediciones de didmetro y altura v se
extrajeron plantas enfermas para hacer aislamientos
logrando identificar los hongos inoculados. Segtin
los analisis estadisticos con ANOVA y GLM, nivel
de significancia de ¢=0.05 y comparacion de medias
con Tukey, los mejores resultados se obtuvieron
hasta después de la segunda inoculacién en ambas
especies; los tratamientos con 7. erinaceum
mostraron diferencias significativas respecto a los
tratamientos con tiabendazol v los testigo.

Finalmente. se extrajeron las plantulas para evaluar
materia seca de raiz: con los datos obtenidos se hizo
la evaluacion estadistica y resulté que para P.
michoacana el mayor promedio de peso seco fue
para los tratamientos inoculados con 7. erinaceum
con 0.38 g y 0.36 g respectivamente, en cambio. el
testigo tuvo un promedio de 0.18 g mostrando
diferencia  altamente  significativa. En P
pseudostrobus, los tratamientos con el hongo
antagonista tuvieron mayvor cantidad de materia seca
(0.25 g ¥ 0.23 g) respecto al tratamiento testigo (0.15
g). por lo tanto. también mostraron alta diferencia
significativa.

Palabras clave: Trichoderma erinaceum. Pinus
michoacana,  Pinus  pseudostrobus. vivero,
tiabendazol.

oxysporum, as well as an aspersion with tiabendazol
in each cavity according to the assigned treatments.
After each treatment, measurements were taken with
respect to diameter and height and the sick plants
were removed in order to isolate and identify the
inoculated fungi. According to the ANOVA and
GLM procedure with a level of significance of
0=0.05 and the Tukey means comparison test, the
best results were obtained only after the second
inoculation in each of the species. The treatments
with T. erinaceum showed significant differences
with respect to the treatments with tiabendazol and
the controls.

Finally the plants were removed in order of
evaluating the dry root matter. The statistical
evaluation showed that for P. michoacana the
highest rate for dry matter was for the treatments
inoculated with T. erinaceum with 0.38 ¢ and 0.36 g
respectively. However. the control obtained a rate of
0.18g showing a highly significant difference. In P.
pseudostrobus the treatments with the antagonistic
fungus obtained a higher quantity of dry matter
(0.25¢ and 0.23g) in comparison to the control
(0.15g). and consequently they also showed a highly
significant difference.

Key Words: Trichoderma erinaceum. Pinus
michoacana, Pinus pseudostrobus, forest nursery,
tiabendazol.
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1. INTRODUCCION

Los problemas fitosanitarios en estructuras reproductivas de las plantas pueden producir
dafios devastadores en la produccion. disminuir los porcentajes de germinaciéon de las
semillas y las semillas mismas pueden ser transmisoras de enfermedades y diseminarlas
de una regién a otra. Las estructuras reproductivas de especies forestales pueden ser
afectadas por gran cantidad de organismos vivos como insectos, acaros. vertebrados y
microorganismos (hongos. bacterias, virus y nematodos). Una de las consecuencias de
mayor importancia de utilizar semillas contaminadas, es la transmision de hongos
causantes de mal de talluelo. conocido también como “secadera, mal de almacigo, mal
de semilleros o Damping-off, la cual constituye la enfermedad mas comun y de mayor
distribucién en los viveros forestales del mundo. Los géneros mas importantes son:
Rhizoctonia spp., Fusarium spp.. Pythium spp.. Phytophthora spp.. Cylindrocladium

spp.. Phoma spp. y Botrytis spp. (Andénimo, 1997).

En los viveros forestales de México. las pérdidas por enfermedades es de gran
importancia, entre los agentes causales destacan los patdgenos de la raiz. como
Fusarium'y Phytophthora, ambos dificiles de controlar. En el pais, la mayor parte de las
acciones de control descansan en la aplicacion de productos quimicos (fungicidas) con
los costos asociados y efectividad variable; pocos estudios se han realizado con

controladores bioldgicos: sin embargo. en diferentes partes del mundo se estan



desarrollando métodos alternativos; por ejemplo, con biocontroladores a base de
Trichoderma. Por ello, en este trabajo se decidié probar la efectividad de una especie de

Trichoderma en la prevencion de infecciones. Los objetivos fueron:

1.1. Objetivos

1.1.1. General

Evaluar la susceptibilidad de Pinus michoacana y P. pseudostrobus al patdgeno
Fusarium oxysporum y la efectividad de Trichoderma erinaceum como control

bioldgico.

1.1.2.  Particulares

Evaluar el potencial antagénico In Vitro de T. erinaceum.

Determinar el porcentaje de germinacion de las semillas de P. michoacana y P.
pseudostrobus de acuerdo a los siete tratamientos establecidos para cada especie y en las
plantulas, evaluar el potencial antagénico In Vivo de T. erinaceum como control

biologico y Tiabendazol como control quimico de F. oxysporum.
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1.2. Hipotesis

Hyi: El uso de organismos antagonistas como control biolégico y fungicidas como
control quimico reducen la accién de agentes causales de enfermedad como
Fusarium oxysporum durante la etapa de produccion de planta en vivero de P.
michoacana 'y P. pseudostrobus. Dichas especies forestales tienen
susceptibilidad al ataque de dicho patégeno y el empleo del hongo antagonista 7.
erinaceum inhibe su crecimiento ademas de favorecer el desarrollo de raiz y

tallo.

H.i: El uso de organismos antagonistas como control bioldgico vy fungicidas como
control quimico no reducen la accion de agentes causales de enfermedad como F.
oxysporum durante la etapa de produccion de planta en vivero de P. michoacana
y £. pseudostrobus. Al menos una especie forestal no es susceptible al ataque del
patogeno F. oxysporum y el empleo del hongo antagonista 7. erinaceum no

inhibe el crecimiento de este patdgeno ni favorece el desarrollo de raiz y tallo.
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2. REVISION DE LITERATURA

Existen diferentes métodos de control biolégico. uno de ellos es el uso de organismos
antagonistas que merman la cantidad de inculo de organismos patégenos asi como la
reduccion de la actividad enzimatica de los mismos que provocan enfermedades. Don
Juan (2006), evalué la efectividad biolégica de Trichoderma Spp. contra hongos
causantes de Damping-oft en viveros forestales. en la cual obtuvo un porcentaje de
germinacion promedio de 82.85% en Pinus ayacahuite var. veirchii, en el tratamiento en
el que aplico el hongo antagonista 7. harzianum la media de germinacion fue de 90.8%.
en el que utilizé el antagonista 7. erinaceum fue de 89.2%. en el tratamiento que empled
el antagonista 7. erinaceum y el complejo de patdgenos del Damping-off fue de 79.2% y
en el tratamiento con el antagonico 7. harzianum fue de 65%. También determing que la
utilizacion del control bioldgico con Trichoderma erinaceum y Bacillus subtilis ejercen
eficiencia aceptable como productos preventivos contra el ataque de hongos causantes
de Damping-off durante la produccién de arboles en viveros forestales, Asimismo.
Trichoderma favorecié la altura de la planta y peso seco de la raiz mostrando
condiciones de salud aceptables ya que es buen agente parasitico e inhibidor del

crecimiento de Fusarium oxysporum.



Roldan (2005), determind un porcentaje de germinacion promedio de 95% en semillas
de P. ayacahuite var. veitchii bajo condiciones de laboratorio. En la determinacion de
hongos exdgenos en semillas de esta especie. el patogeno Fusarium spp. se presentd en

el tratamiento sin desinfeccion en camara humeda.

Cid (2005) en su investigacion de control biologico de patdgenos en el tomate, logro
mejores resultados en parametros como altura. peso seco y peso fresco en plantas en los
tratamientos que empled Paenibacillus lentimorbus previo al trasplante. Obtuvo mayor
crecimiento y desarrollo de raices en los tratamientos en los que incorpord

bioantagonistas.

La importancia de las coniferas en el mundo va mas alla de su uso como materia prima
de los productos forestales. Son componentes clave de los ecosistemas boscosos que
cubren una gran parte del hemisferio norte y contribuyen considerablemente en el ciclo
global del carbono. Los agentes causales de enfermedades ocasionan importantes
pérdidas econdmicas en los bosques de coniferas. pero también son reguladores
importantes de la estructura y composicion de los bosques. asi como de los procesos de

descomposicion y reciclado de los nutrientes (Hansen, 2003).

Los viveros de arboles forestales como un eslabon integral, son ecosistemas altamente
modificados y simplificados y pueden ser mantenidos solo con aportaciones energéticas
en forma de cultivo, fertilizacion y control de plagas. La constante atencion al vigor de
las plantas en todas las fases. desde la siembra hasta el arranque y almacenamiento antes

de plantarlas en el monte asegura a los drboles la mejor condicion para resistir al ataque
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de los patogenos y llegar al sitio de la plantacion en condiciones fisiologicas dptimas

(Hansen, 2003).

La produccion de planta en vivero es afectada por varias especies de Fusarium. Es uno
de los hongos mas comunes y dafinos, sus afectaciones causan la muerte de un
porcentaje significativo de planta, ademas de provocar morbilidad en planta que no
muere, pero queda afectada y puede salir del vivero con infecciones en raices, tallos y
puntas. Este hongo es versatil en su comportamiento; es decir, en el vivero puede afectar
planta que apenas inicia su germinacion, entonces se comporta como un organismo
causal de Damping-off, también provoca infecciones en planta de pocas semanas a
varios meses de edad, en ellas puede causar muerte de brotes, ahogamiento de tallos o

pudricion de raiz (Cibrian, 2001).

Las semillas son en la préctica forestal. la mayor fuente de regeneracion natural o
artificial. y de éstas dependen la propagacion de plantas para los proyectos de
reforestacion y plantacion. Debido a esto, son necesarias grandes cantidades de semillas
cada afio para elevar las existencias de planta en los viveros. La calidad de planta
depende de las caracteristicas de la semilla. La patologia de las semillas comprende
estudios de la patogénesis de los organismos asociados a las semillas. asi como su
deteccion y control. Casi todos los grupos de hongos se encuentran asociados con

semillas de especies de arboles (Vijayan. 1991).

La enfermedad en las plantas puede definirse como dafio fisiolégico y alteracion

estructural de los tejidos vivos de los 6rganos. causando la muerte. Puede ser afectada la



planta entera o sélo una porcién. La mayoria de las enfermedades son causadas por las
actividades del hombre. Las enfermedades pueden ser causadas por ambientes no
adecuados. tales como suelo no favorable o condiciones atmosféricas. Dos o0 mas
agentes junto con las condiciones ambientales desfavorables que han debilitado la planta
pueden combinarse para causar enfermedad por organismos vivos. Para determinar que
un organismo es la causa de la enfermedad. se hacen la prueba con los postulados de

Koch como se describe en el anexo 4 (Boyce, 1961).

Las enfermedades de la raiz que tienen su origen en el suelo. pueden presentarse desde
el transplante hasta la extraccion de la planta: dentro de este grupo de enfermedades. se
pueden incluir a las causadas por bacterias, virus. nematodos y hongos. El Damping-off
pre-emergente y post-emergente y las enfermedades de raiz son las mas dificiles de
diagnosticar, ya que los sintomas que presentan son muy similares a los que
corresponden a otro tipo de enfermedades que afectan al follaje: por tal razon se
recomienda poner atencion especial en el diagndstico y control de éstas. sobre todo si
existen condiciones desfavorables en el suelo. tales como exceso de humedad. toxicidad

y deficiencia de nutrientes entre otros (Peterson. 1992).

La mayoria de las enfermedades de las coniferas son causadas por hongos. Los hongos
saprofitos descomponen las aciculas. ramas y ramillas muertas abandonadas
continuamente en el bosque. Sin ellos, muchos de los nutrientes del sistema estarian
inméviles en una capa cada vez mas profunda de desechos. Los hongos patogenos

dependen de los éarboles vivos durante al menos una parte de su nutricién, muchos
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también tienen habitos saprofitos o viven en las partes muertas de los arboles vivos. pero

otros son parasitos obligados que se desarrollan en arboles vigorosos (Hansen, 2003).

El Damping-off y las diferentes pudriciones de raices de las plantas son las
enfermedades mas comunes y potencialmente destructoras de los viveros. Los patogenos
de las raices de las plantas en viveros son en su mayor parte patogenos agricolas
corrientes, no habitantes del bosque. Asi, las especies de Rhizoctonia, Fusarium,
Pythium y Phytophthora, que causan Damping-off v pudricion de las raices producen
enfermedades similares en muchos cultivos. En efecto, estos cuatro géneros de hongos
de suelo, figuran invariablemente al frente de las listas de patogenos en los viveros de
arboles forestales, cualquiera que sea el hospedante y dondequiera que esté ubicado el
vivero en el mundo. Los patdgenos més generalizados de la parte aérea de la planta son
Fusarium, Phoma y Botrytis. Los dos primeros son propagados desde el suelo por las
salpicaduras de las gotas de lluvia, los cuales requieren normalmente aperturas o heridas

en el tronco para iniciar la infeccion (Hansen, 2003).

En el interior de las semillas o en su superficie se pueden encontrar infecciones por el
hongo Fusarium, las especies son varias y pueden ser saprofitas o parasitas. Fusarium
puede causar muerte del embrion o pudricion en la semilla que apenas esta germinando.
El control se logra con el fungicida Tiabendazol. cubriendo la semilla con solucion antes

de preservarla en el almacén (Cibrian, 2006).

Cuando el sustrato empleado para la produccion de planta en vivero es a base de tierra
de monte se presenta el Damping-off o mal del talluelo: enfermedad facil de encontrar

en almacigos y camas de crecimiento: en ocasiones. cuando el ataque es severo, llega a



provocar la pérdida total de la planta. La enfermedad es provocada por varios
microorganismos entre los principales y los mas comunes se encuentran: Pythium sp..

Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. (Cibrian, 2007).

El Damping-off ha sido dividido en pre-emergente, post-emergente y pudricion de raices
o mal de talluelo. de acuerdo al estado de desarrollo de la planta en el momento del
ataque. En el primero, los microorganismos atacan la semilla o matan las plantas antes
de que emerjan del sustrato, manifestandose por la necrosis del hipocotilo y de los
cotiledones. Este tipo de infeccion es dificil de diagnosticar porque no hay
sintomatologia visible, pero puede saberse cuando los porcentajes de germinacién son
mas bajos que los obtenidos. La modalidad post-emergente es la mas comin de la
enfermedad. las plantulas son atacadas por los hongos a nivel del suelo o un poco mas
abajo, generalmente en el cuello, lo que produce estrangulamiento, caida y muerte de las

plantulas en uno o dos dias (Anénimo. 1997).

El viverista como persona responsable de la produccion de arboles tiene la obligacion de
conocer las condiciones favorables mediante las cuales ciertos organismos patogenos
tienen €xito en su ataque. como es el caso de los hongos del complejo Damping-off, la
cual es una de las enfermedades a las que se enfrenta cualquier viverista, de ahi el interés
en conocer las especies plantadas asi como los posibles patogenos que se pudieran
presentar en las diferentes etapas de desarrollo de la plantula. Los métodos de control
van desde tratar las semillas para protegerlas asi como aplicaciones periodicas de
productos quimicos (Tiabendazol), esto ha llevado a algunos hongos a la resistencia a

ciertos fungicidas, por tanto, surge el interés de buscar alternativas de control que no



dafien al ambiente y que aseguren planta de calidad, para ello la implementacion de
organismos biologicos como nematodos. virus, bacterias, hongos (7Trichoderma
erinaceum) entre otros, abre un campo amplio para su uso, solo basta determinar su

mecanismo y modo de accion asi como sus ventajas y desventajas.

Beristain (1980) afirm6é que la acidificacion del pH del agua de riego influye
decididamente sobre la incidencia de la enfermedad en los semilleros conocida como
Damping-off en forma sustancial en las especies probadas en su etapa de almacigo. no
afectando grandemente el desarrollo en altura ni el porcentaje de germinacion,
observindose inclusive, la tendencia a mejorar el desarrollo en altura y un ligero
aumento en el porcentaje de germinacion. Los compuestos que aumentan la acidez del
suelo, han sido utilizados para reducir el Damping-off en coniferas. causado
principalmente por los hongos de los géneros Rhizoctonia. Pythium v Fusarium. Los
compuestos mas ampliamente utilizados han sido el 4cido sulftrico. sulfato de aluminio.
acido acético, acido fosforico y sulfato ferroso. La fertilizacién sola no es la solucion al
problema sino que ésta debe ir acompafiada de un tratamiento de acidificacion del
sustrato, ya que el pH en razon de 8.0 a 8.6 tiende a reducir la disponibilidad de hierro.
fésforo, boro, calcio, zinc, manganeso. asi como a favorecer un gran desarrollo de

microorganismos.

El control biolégico. cuando es considerado desde un punto de vista ecologico como una
fase del control natural, puede definirse como la accién de parasitos, predadores o
patogenos para mantener la densidad de poblacion de otro organismo a un promedio mas

bajo que el que existiria en su ausencia. La regulacion de la abundancia de un organismo
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debajo del nivel en que causa dafios econdmicos es la meta del control biologico

(DeBach, 1975).

El control biologico de enfermedades de plantas constituye una practica ampliamente
difundida y sigue siendo objeto de investigacién y desarrollo. Es el control de los
patdgenos por uno o mas organismos, logrado de forma natural o a través de la
manipulacién del medio ambiente, hospedante o por la introduccién masiva de uno o
mas antagonistas. En sentido clasico es el uso deliberado de un organismo para controlar

a otro (Cuadro 1).

El género Trichoderma es un claro ejemplo de antagonista biologico y ejerce su accion
mediante varios mecanismos, entre los que juegan un rol importante el parasitismo
(enzimas extracelulares como quitinasas. celulasas. Beta -1-3-glucanasas y proteasas que
destruyen paredes de hifas o esclerocios de varios hongos fitopatogenos), y el efecto la

competencia por sustrato y nutrientes liberados por la planta (Esterio. 2005).

Cuadro 1. Biocontroladores utilizados y/o investigados para el control de hongos fitopatégenos en Chile.

Biocontrolador Nombre comercial Cultivo Fitopatégenos a controlar
Bacillus subtilis Serenade SC y WP Uva de mesa Botrytis cinerea
. . Chondroestereun Fpureum,
Trichoderma harzianum ; . . okt O e
Binab T y Polvo mojable Armillaria  mellea,  Fusarium,

Trichoderma polysporum : ) ;
poysp Rhizoctonia, Heterobasidion
Trichoderma harzianum . . o
Trichodex 25 WP Uva de mesa Botrytis cinerea

Fuente: Montealegre 2005 (a).
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2.1. Descripcion del organismo antagénico y del organismo patogénico

2.1.1. Trichoderma erinaceum
Es un hongo sumamente utilizado como control bioldgico contra un amplio rango de
hongos fitopatogenos por el efecto antagonico que posee. Se encuentra de forma natural
en suelos agricolas y forestales sobretodo en aquellos que son ricos en material vegetal
en descomposicion. es un hongo facultativo anaerobio y antagonista. Altas densidades
de raiz de las plantas favorecen el desarrollo de 7richoderma debido a que las utiliza

como sustrato (Steel, 2000).

Posee un crecimiento y desarrollo rapido lo cual le confiere ventajas como un excelente
agente de control biolégico debido a que también produce una gran cantidad de enzimas
inducibles con la presencia de hongos fitopatogenos. Puede desarrollarse en una amplia
gama de sustratos, lo cual facilita su produccién masiva. Su gran tolerancia a
condiciones ambientales extremas y hébitat, donde los hongos son causantes de diversas
enfermedades, le permiten ser eficiente agente de control; de igual forma pueden
sobrevivir en medios con contenidos significativos de plaguicidas y otros quimicos.
Ademas su gran variabilidad, ya que se tiene referencia de aproximadamente 40
especies, se constituye en un reservorio de posibilidades de control biologico bajo

diferentes sistemas de produccion y cultivos (Paez, 2006).

Existen varias especies de Trichoderma dentro de las que se pueden citar las mas
estudiadas: T. erinaceum. T. harzianum. T. viride. T. koningii, T. pseudokoningii, T.
atroviride. T. hamatum, T. aureoviride. T. longibrachiatum. T. polysporum. Es un hongo

antagénico del suelo, produce colonias blancas, amarillas o verdes.



Forma colonias de color verde intenso que crecen rapidamente, el micelio es hialino
(transparente) y septado; donde se originan los conidioforos aterciopelados, irregulares.
cortos y ramificados que a su vez dan origen a conidios unicelulares y esféricos en forma

de racimos globosos (Barnnet y Barry, 1987).

Es facil de aislar y producir en medios de cultivo artificiales (Anexo 2). crece
favorablemente sobre varios sustratos, tiene un espectro amplio de hongos hospedantes.
entre ¢stos, los hongos patogenos como Fusarium oxysporum, compite por espacio,
produciendo antibioticos y un complejo de enzimas con propiedades antifungales y
antibacteriales, por lo que es considerado como un modelo excepcional de control
biologico (Romo, 2000).

Este hongo antagénico toma nutrientes de los hongos patdgenos (a los cuales degrada) y
de materiales organicos ayudando a su descomposicion. por lo cual las incorporaciones
de materia organica lo favorecen: también requiere de humedad para poder germinar, la
velocidad de crecimiento de este organismo es alta, incluso mas rapida que la de los
hongos patgenos por esto es capaz de establecerse en el suelo y controlar enfermedades
(Péez, 2006).

2.1.1.1. Principales beneficios de la utilizacion de 7. erinaceum

Es de elevada propagacion en el suelo, aumentando sus poblaciones y ejerciendo control
duradero en el tiempo sobre hongos fitopatégenos. Ofrece un control eficaz de
enfermedades de plantas. Ayuda a descomponer materia organica. haciendo que los
nutrientes se conviertan en formas disponibles para la planta, por lo tanto. tiene un

efecto indirecto en la nutricion de la misma. Estimula el crecimiento de los arboles



debido a que posee metabolitos que promueven los procesos de desarrollo. posee
catalizadores o aceleradores de los tejidos meristematicos primarios. Favorece la
proliferacion de organismos benéficos en el suelo. como otros hongos antagonicos

(Paez, 2006).

Ataca patogenos de la raiz (Pythium, Fusarium y Rhizoctonia) y del follaje (Botrytis y
Mildius) antes que puedan ser detectados y evita el ataque de Phytophthora. Previene
enfermedades dando proteccion a la raiz y al follaje. Promueve el crecimiento de raices
y pelos absorbentes. Mejora la nutricion y la absorcion de agua. Moviliza nutrientes en
el suelo para las plantas. Actia como biodegradante de agrotoxicos, dentro de los
organismos utilizados para la biodegradacion se ha estudiado el género Trichoderma el
cual puede degradar plaguicidas organoclorados, clorofenoles, y otros insecticidas como
DDT, endosulfan, pentacloronitrobenceno, aldrin y dieldrin. herbicidas como trifluralin
y glifosato. Este hongo posee enzimas tales como celulasas. hemicelulasas y xylanasas
que ayudan a la degradacion inicial del material vegetal y por tltimo enzimas de mayor
especializacion que contribuyen a la simplificacion de moléculas complejas como son

las de bioplaguicidas (Paez. 2006).

Protege las semillas de fitopatdgenos. los productores generalmente guardan semillas
para siembras posteriores o para venta de las mismas a productores de plantas o
comercializadores de semillas forestales y no les dan la suficiente proteccion para la
conservacion de su potencial germinativo y productivo. Esto trae como consecuencia
que varias especies de hongos patégenos ataquen dichas semillas con relativa facilidad
causando una significativa pérdida de sus cualidades botanicas y productivas. Se ha

demostrado que una proteccion con Trichoderma garantiza el éxito en la proxima
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infeccion del patogeno y de enzimas que hidrolizan a los componentes de las paredes
celulares de los patogenos. Por lo tanto. los mecanismos de biocontrol que utilizan los
hongos antagonistas son mas numerosos que los que utilizan las bacterias. De ahi que
sea importante poder establecer cudntos y cudles mecanismos esta expresando un hongo
antagonista frente a un determinado fitopatogeno y si tiene la capacidad de expresar esos
mismos mecanismos frente a otros patogenos. hecho que estd relacionado con la
composicion de la pared celular del fitopatogeno y la induccién de la secrecion de

enzimas desde el biocontrolador para la degradacion de esta estructura (Pérez. 2005).

El andlisis mas detallado de los mecanismos de antagonismo que usan los hongos
biocontroladores. en especial los relacionados con la secrecion de antibiéticos. permiten
describir la formacion de canales ionicos en la membrana plasmatica de los
fitopatogenos como consecuencia de la interaccién de péptidos antibioticos, los
peptaiboles con dicha membrana. La secrecion de enzimas como endoquitinasas, B, 1-3-
glucanasas y proteasas permite la degradaciéon de los componentes de la pared celular
del fitopatogeno y se considera como uno de los mecanismos importantes del control

bioldgico (Pérez. 2005).

Parasitismo: Este término. tal como hiperparasitismo. micoparasitismo y parasitismo
directo, se usa para referirse a un hongo parasitando a otro. Al entrar en contacto con el
suelo. sus hifas empiezan a crecer y a formar ramificaciones que se dirigen hasta el
micelio del hongo fitopatdgeno, al entrar en contacto las hifas de los hongos. se

entremezclan de una manera compatible, pasadas 72 horas de contacto inicial. se aprecia
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esporulacion abundante de Trichoderma e inhibicién del hongo patégeno (Don Juan.

2006).

Harman (2007) menciona y describe los mecanismos de accion mas estudiados de

Trichoderma:

Antibiosis: Se refiere a la produccion y liberacion de sustancias quimicas por
parte de los antagonistas hacia su medio ambiente. Trichoderma produce sustancias tales
como: Trichodermina, Dermadina. Sequisterpeno, Suzukacilina. Almethicina.
Trichotoxina y acetaldehido, todas con propiedades antifungosas y antibacteriales; asi
como las enzimas B-1.3 glucanasa, quitinasa y celulasa los cuales facilitan la habilidad
del antagonista para atacar un amplio rango de patdgenos ejerciendo su efecto sobre las

paredes celulares.

Resistencia inducida mediante mecanismos bioquimicos y fisicos o estructurales

de resistencia.

Competencia: Se presenta cuando existe demanda de dos o mas microorganismos
por un mismo recurso, la presencia de Trichoderma en suelos cultivados y no cultivados
en todo el mundo demuestra que es un excelente competidor por espacio y recursos

alimenticios (Romo, 2000).
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2.1.1.2.1. Mecanismos de control de fitopatogenos

Segun Harman (2007).A continuacion se describen los mecanismos de control de
Trichoderma, mismos que se ilustran en la figura 1.

Las esporas de Trichoderma pueden ser afadidas al suelo a través de varios métodos.
Como se muestra en la figura la. si la cepa (parte coloreada en la seccion de la imagen
ampliada) es rizosfera apta, el hongo coloniza la superficie de la raiz y las capas
exteriores del cortex. de tal manera que se establece una zona de interaccion dentro de la
cual, Trichoderma libera moléculas bioactivas. Esto incluye elementos de resistencia.
tales como proteinas homologas de no virulencia (Avr). asi como proteinas con actividad

enzimatica y otras funciones.

El hongo también produce enzimas que liberan fragmentos de pared celular, los cuales
también elevan las respuestas de resistencia de las plantas. Las plantas producen
depositos de pared celular (capa negra de la seccion ampliada) y factores bioquimicos
que limitan el crecimiento de la cepa de Trichoderma por lo cual se torna no virulento.

Una planta que ha sido tratada se muestra a la derecha.

Los patogenos (se muestran en color azul en la imagen) pueden atacar raices —tal como
se muestra en la figura 1b- pero en presencia de Trichoderma la infeccion es reducida
por moléculas similares y por las alteraciones a la pared celular que resultan sin
virulencia de las cepas de 7richoderma (porcién media, parte superior). Ademas,
diversas cepas inducen resistencia sistémica en las plantas, aunque se localicen sobre las

raices, probablemente mediante la accion de un compuesto (en la imagen, flecha
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curveada que sale de la parte radical hacia la parte aérea). Asi, cuando los patdgenos
atacan hojas o tallos de las plantas (en la imagen, organismos dentro del circulo), la
planta es capaz de responder rapidamente a través de la produccion de enzimas de
defensa y componentes antimicrobianos. En suma, Trichoderma puede atacar patogenos
en el suelo (en la figura, porcion derecha. parte inferior ampliada) mediante una variedad
de mecanismos. Las cepas responden a la presencia de los patogenos y la interaccién

empieza antes de que los dos organismos entren en contacto (recuadro amarillo).

Trichoderma produce enzimas “sensibles” (rectangulos naranjas) que liberan fragmentos
de pared celular desde las hifas de los patogenos, los cuales incrementan la liberacién de
enzimas adicionales. Algunos antibidticos también pueden producirse (rectangulos
purpura). El siguiente paso de la interaccion, es el mecanismo de parasitismo (el cual se
manifiesta en la espiral de Trichoderma alrededor del patogeno) y la produccion de un
numero de enzimas sinérgicas degradantes de pared celular y otras sustancias. seguida
de la infeccion y muerte del hongo patogeno.

En ausencia de Trichoderma. los patogenos de la raiz (parte derecha de la figura)
infectan las raices y causan enfermedad. Las plantas carecen de proteccién contra

patogenos del follaje, tallos y flores.

Como consecuencia de la interaccion entre Trichoderma v las plantas, diversos
patogenos de la parte radical y de la parte aérea de las plantas causan menos enfermedad
en las mismas, gracias a que han sido colonizadas por Trichoderma (Figura lc, parte

1zquierda).
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Incluso. en ausencia de patogenos o enfermedad, con Trichoderma las plantas tienen
raices abundantes y altos niveles de productividad. En ausencia de Trichoderma, las
plantas son mas susceptibles a enfermedades y por lo tanto, menos robustas (Figura Ic,

parte derecha).
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Figura 1. Mecanismos de control de enfermedades de las plantas mediante Trichoderma.
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2.1.2.  Fusarium oxysporum
2.1.2.1. Descripcién morfologica
Posee micelio extenso y algodonoso de color blanco al principio y al ir madurando
adquiere una pigmentacion crema, rosa claro, salmén, violeta y purpura oscuro
(Martinez, 2000). Produce tres tipos de esporas asexuales: microconidios que tienen una
forma oval-elipsoide, cilindricos, rectos o ligeramente curvos con una a dos células de 5-
12 x 2.2-3.5 um, producidos en fidlides laterales simples y cortas. son las esporas que el
hongo produce con mayor frecuencia y en mayor abundancia en todas las condiciones y
en el interior de los vasos de las plantas hospedantes que ha infectado (Alexopoulus ef

al., 1996).

Los macroconidios son las esporas tipicas de Fusarium miden de 27-60 x 3-5 um,
constituidas de 3 a 5 células con forma tipica de canoa (se adelgazan gradualmente y se
encorvan hacia ambos extremos); aparecen con gran frecuencia sobre la superficie de
plantas que han sido destruidas por el patégeno y por lo comin se forman en grupos
similares a los esporodoquios. El tltimo tipo de esporas, son las clamidosporas que est4n
constituidas por una o dos células, de pared gruesa y de forma globosa, se forman
separadas o en pares, terminal o intercalarmente en el micelio mas viejo o en los
macroconidios del hongo. Estos tres tipos de esporas se forman en los cultivos del hongo

y quiza también en el suelo, aunque cabe indicar que solo estas estructuras sobreviven en

este ultimo sustrato por mas tiempo (Romero, 1988).



2.1.2.2. Distribucién
Es un hongo cosmopolita, sin embargo. sus diferentes formas especiales tienen
variaciones en el grado de distribucion. Los marchitamientos que causa son mucho mas
comunes y destructivos en las regiones templadas mds calidas y en los tropicos y
subtropicos llegando a ser menos dafiinos o raros en climas mas frios. excepto en el caso
de los cultivos de invernadero de esas areas. Esta es la especie mas ampliamente

distribuida y perjudicial en la agricultura (Martinez. 2000).

2.1.2.3. Hospedantes
La especie esta integrada por formas especiales, es decir, grupos de individuos
patogenos a determinadas especies vegetales: Phoenix dactylifera,  Eucalyptus
gomphocephala, Opuntia, Ficus indica, Pinus michoacana, P. pseudostrobus, P.

ayacahuite, Quercus, etc. (Martinez, 2000).

2.1.2.4. Sintomas y signos
Las formas especiales de esta especie pueden ser caracterizadas por causar los siguientes
sintomas: marchitamientos vasculares, amarillamientos. pudriciéon de raiz y cuello
(Damping-off). El primero se manifiesta de forma mas o menos rapida, iniciandose en
las hojas o partes mas o menos infectadas de las plantas. las cuales pierden turgencia:
adquieren una tonalidad que va del verde claro al amarillo verdoso: decaen, se marchitan
y finalmente mueren. Las hojas marchitas pueden estar extendidas o bien, enrollarse, los

retonios tiernos también se marchitan y mueren (Lopez, 2002).



Las semillas que se tiene en el almacén del vivero pueden estar infectadas por esporas en
la testa: cuando esta semilla se lleva al almécigo o a la siembra directa en contenedor, vy
no ha recibido ningln tratamiento, puede ser afectada por el hongo. Las plantulas
germinan, pero a los pocos dias, de la cubierta que aiin cubre el brote de crecimiento y
las pequefias hojas en formacion, se forma un micelio blanco que se pasa hacia el nuevo
tejido y lo infecta. Dicho micelio mata la punta e incluso puede bajar al cuello de la
plantula, al dejar en cdmara humeda a plantas enfermas. es decir ponerlas dentro de una
bolsa de plastico con humedad. se forma un manto miceliar de color blanco en la

superficie del tejido vegetal o en la cubierta de la semilla (Cibrian, 2001).

Los marchitamientos se deben a la presencia y actividad del patogeno en los tejidos
vasculares xilémicos de las plantas, el cual en pocas semanas puede ocasionar la muerte
de plantas completas o de su érganos que se localizan por arriba del punto de invasion
vascular en la mayoria de las plantas anuales y algunas perennes. aunque en algunas
plantas en este ultimo grupo no mueren sino hasta después de varios afios a partir del
momento en que fueron infectadas por el hongo. Los cortes transversales que se hacen
de tallos y ramillas infectados muestran varias zonas café decoloradas dispuestas en
forma de un anillo completo o interrumpido que consta de tejidos vasculares
decolorados. En los vasos xilémicos de tallos. raices y otros organos infectados, pueden

existir micelio y esporas.

Algunos de los vasos xilémicos son obstruidos por el micelio. las esporas o los
polisacaridos que produce el hongo. Esta obstruccién se incrementa atn mas por los

geles y gomas que se forman por la acumulacién y oxidacién de los productos de
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degradacion de las células vegetales atacadas por enzimas del hongo. Al parecer. la
decoloracién café de los tejidos vasculares afectados se debe también a la oxidacién y

traslocacion de algunos de los productos de degradacion (Martinez, 2000).

2.1.2.5. Desarrollo de la enfermedad
El hongo puede estar en la semilla, en el suelo o sobre restos de plantas infectadas en
donde sobreviven en forma de micelio o en cualquiera de sus formas de esporas, pero lo
hacen con mayor frecuencia en forma de clamidosporas. Su niimero poblacional varia en
forma considerable dependiendo de la susceptibilidad y tiempo de cultivo de las plantas
hospedantes en el campo. Se propaga en el suelo en menor grado en forma de micelio
que se desarrolla en las raices o restos de plantas, lo hace principalmente en forma de
micelio, esporas o esclerocios llevados por el agua de riego, equipo agricola,
transplantes, semillas de plantas infectadas y en casos. es forma de esporas llevados por

el viento (Martinez, 2000).

2.1.2.6. Estrategias de control

2.1.2.6.1. Control quimico
Los fungicidas sistémicos como Benomyl y Tiabendazol pueden controlar el
marchitamiento, pero en la mayoria de los casos los fungicidas no tienen éxito para
erradicarlo, por lo tanto. la practica puede restringirse a un periodo de aplicacién
preventiva. Se recomienda la aplicacién de Benomyl sobre suelos infectados antes de la
plantacién o fosfuro de aluminio para disminuir la poblacion del patégeno. Tratar las

plantas antes de transplante con un fungicida sistémico como Tecto o Benlate (por
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inmersion de la raiz de la planta) asi como la esterilizacion del suelo o sustratos de

invernadero con fungicidas (Martinez, 2000).

2.1.2.6.2. Control cultural
Desinfectar adecuadamente los contenedores y charolas antes de reutilizarlos ya que
pueden albergar numeroso patogenos e infectar el nuevo ciclo de cultivo. Los
tratamientos con calor son efectivos, los fumigantes como fosfuro de aluminio para
controlar hongos, malezas, insectos y nemétodos. Usar semillas certificadas es muy

recomendable (Martinez, 2000).

2.1.2.6.3. Control biolégico
Actualmente las medidas utilizadas para el control de las enfermedades son el uso de
productos quimicos y pricticas culturales; sin embargo, el control por medio de estas
practicas se ve restringido por razones econémicas y ecologicas. Las posibilidades de
sustituir o disminuir el uso de productos quimicos en el control de enfermedades
producidas por hongos abre una ventana a la investigacion de técnicas alternativas como
el control bioldgico, realizando numerosos estudios de laboratorio e invernadero, que
prueban el efecto antagonista de diversas especies de hongos entre ellas Trichoderma

spp. y bacterias como las del género Bacillus (Cid, 2005).

El control biolégico de las plagas de la agricultura se ha desarrollado con la agricultura
moderna y ha sido concomitante con la acelerada adquisicion y aplicacion de
conocimientos en biologia en el Gltimo siglo. No fue un accidente fortuito que la primera

demostracion de control bioldgico fuera acompafiada del conocimiento de que las plagas
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agricolas son inmigrantes extrafios y que los conceptos iniciales de control biologico se
desarrollaran contemporaneamente con la verificacién de la necesidad de establecer
restricciones legales (esto es. regulaciones cuarentenarias) sobre los cargamentos de

plantas y animales (DeBach. 1975).

La fusion de los conocimientos biologicos y agricolas que produjeron el control
biologico ocurrieron en el siglo XIX. claramente basado en el fenémeno interespecifico
de poblacion y se apoya en el hecho de que la poblacién de una especie permanece en
una inmediata y funcional relacién para otra especie (DeBach, 1975).

La premisa de control biolégico descansa en que bajo ciertas circunstancias, muchas
poblaciones son llevadas a bajas densidades por sus enemigos naturales. Este efecto se
origina por la interaccion de ambas poblaciones (plaga y enemigo natural); lo cual
implica una supresion del tipo densidad-dependiente, que se traduce como el
mantenimiento de ambas poblaciones en equilibrio. Bajo este concepto. la poblacién del
enemigo natural depende a su vez de la poblacién de la plaga. es decir. la interaccion de

las poblaciones significa una regulacion v no un control (Garcia 2003).

El control bioldgico contempla: el estudio. la importacion, el aumento o incremento y la

conservacion de los enemigos naturales (DeBach. 1975).

Control biolégico clasico. En los casos donde se presenta la invasion de una plaga
exotica que llega a un ambiente donde no existen enemigos naturales y los nativos no
son capaces de efectuar control, se busca la utilizacién del control biologico clasico.

mediante el establecimiento de nuevas especies. Comtinmente implica la busqueda de
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los enemigos naturales en el lugar de origen de la plaga e introducirlos al ambiente
donde llego la plaga sin ellos, su cria, multiplicacién y liberacién donde la plaga ha

invadido.

Control biolégico por aumento o incremento. Este control se utiliza cuando se
presenta una plaga ya sea endémica o exotica, que tenga enemigos naturales nativos o
exoticos que puedan hacer control, pero que debido a su niimero tan reducido, ambiente
desfavorable en alguna época del afio o baja sincronia con su presa, no es posible que
ocurra control sin incrementar sus poblaciones en campo. El incremento puede ser
inoculativo o inundativo. El primer caso requiere una cantidad inicial de pocos
individuos del agente regulador (inéculo) el cual se incrementa de manera inductiva en
el lugar donde se encuentra la plaga. El segundo caso requiere que el agente de control
cubra completamente un drea con una liberacion masiva y periodica. Para lograr control
se requiere tener crias masivas v realizar liberaciones periodicas de los enemigos

naturales.

Control biolégico por conservaciéon. En esta estrategia de control se busca
proporcionar a los enemigos naturales establecidos en la zona. las mejores condiciones
para que puedan desarrollar su funcién. es decir, hacer el medio ambiente mas adecuado

a los enemigos naturales.



2.2, Descripcion de las especies forestales
2.2.1. Pinus michoacana
2.2.1.1. Clasificacion taxonémica

Segin Yénez (2004):

Reino Vegetal

Orden Coniferales
Familia Pinaceae

Género Pinus

Especie michoacana
Variedad Pinus michoacana

2.2.1.2. Descripcion botanica
Arbol de 20-30 m de altura, corteza aspera y agrietada. Hojas en grupos de 5 a veces 6
en varios fasciculos de 30 a 35 cm, asperas y fuertes de color verde claro brillante.
ligeramente glaucas en sus caras internas. Conos oblongos ovoides o casi cilindricos-
conicos de 25-30 em de largo por 12-15 e¢m de ancho. de color moreno opaco. resinosos.
persistentes y fuertes. extendidos o ligeramente colgantes, derechos o levemente
encorvados, colocados por pares o en grupos de 3, rara vez solitarios.. Escamas de 5 cm
de largo por 20-25 mm de ancho. Semilla triangular de 9-10 mm de largo por 6 mm de
ancho, de color pardo con manchas negras; ala de 4.4 a 5 cm por 10-12 mm de ancho. de

color café oscuro. La madera es blanca y algo amarillenta (Martinez, 1948).

2.2.1.3. Distribucion
Se le encuentra en los estados de Colima. Chiapas, Guanajuato, Guerrero. Hidalgo,

Durango. Jalisco, Michoacan. Puebla. Tlaxcala, Veracruz, Oaxaca y Zacatecas

(Martinez, 1948).



2.2.1.4. Importancia
Su importancia radica en que se le pueden emplear tallo y ramas como combustible. La
madera se utiliza en diversas construcciones rurales. La resina se emplea en la industria
en la fabricacion de aguarrds y brea. De manera tradicional, en muchas regiones del pais
en las que se le encuentra distribuido se utiliza como medicinal para ayudar en el

tratamiento de torceduras.

2.2.2. Pinus pseudostrobus
2.2.2.1. Clasificacion taxonémica

Segun Yanez (2004):

Reino Vegetal

Orden Coniferales

Familia Pinaceae

Género Pinus

Especie pseudostrobus
Variedad Pinus pseudostrobus

2.2.2.2. Descripcion botanica

Arbol de 15-25 m de altura, corteza lisa cuando joven, spera y agrietada al madurar;
ramillas delgadas y fragiles. con largos entrenudos de color café rojizo, con tintes
azulosos en sus partes tiernas. Hojas en grupos de 5. de 17-24 cm de largo, muy
delgadas. triangulares y flexibles. de color verde intenso. a veces con ligero tinte
amarillento o glauco. finamente aserradas. Conos ovoides de 8-12 ¢m de color café claro

o amarillento, extendidos y muy levemente encorvados. generalmente en pares. Semilla
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triangular, obscura de 6 mm con ala de 23 mm de largo por 6-9 mm de ancho. Madera

dura y resistente (Martinez, 1992).

2.2.2.3. Distribucion

Se encuentra en Chihuahua, Durango. Guerrero, Michoacén y Jalisco (Martinez, 1992).

2.2.2.4. Importancia

El fuste se utiliza en aserrio para fabricacion de muebles, obtencion de chapa, para
construccion y cajas de empaque. Las ramas se usan como lefia para combustible y en la
elaboracion de tejamanil. La resina es util para la produccion de brea y aguarrés y en el

tratamiento contra el dolor muscular.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

Se utilizaron basicamente utensilios de laboratorio, medios de cultivo, semillas de Pinus
michoacana y Pinus pseudostrobus, microorganismos, desinfectante, fungicida quimico
(Tecto 60), charolas de plastico de color negro de 40 cavidades de 35 cm de largo por 22
cm de ancho, un diametro de cada cavidad de 4 cm en la parte superior y 2 c¢m de
diametro en la parte inferior con 93 cm’ de cavidad, sustratos inertes: agrolita,
vermiculita y peat-moss, ademds de osmocote como fertilizante de liberacién

prolongada, camara fotografica, vernier y regla graduada (Figura 2. Anexo 1).

Figura 2. Materiales. A: Charolas y desinfectante. B: Tecto 60 (Tiabendazol).

3.1.1. Lugar del experimento
La parte de laboratorio se desarrolld en el area de Patologia Forestal de la Division de
Ciencias Forestales de la Universidad Autonoma C hapingo con la preparacion de medios
de cultivo, purificacion de hongos bajo estudio, re-aislamientos y prueba In Vitro asi
como toma de fotografias de estructuras microscépicas. La parte /n Vivo se realizé en el
vivero de la Division de Ciencias Forestales en dos fases, el cual se ubica a los 19° 29°

Latitud Norte y 98° 53" Longitud Oeste a 2,240 msnm. se evaluo el efecto de T.



erinaceum y Tiabendazol contra F. oxysporum en las dos especies de pinos (Garcia,

1981).

El vivero cuenta con malla sombra y sistema de riego automatizado para un mejor
mojado del sustrato con dos aguilones y ochos boquillas cada uno. Tiene cuatro camas
de produccion, cada una de éstas tiene 18.50 m de largo y 2.75 m de ancho, se
encuentran a 0.40 m de altura del suelo con lo que se evitan los estancamientos de agua.
Para colocar las charolas se tienen bastidores de fierro, con dimensiones exactas para

poner 6 charolas por cada uno (Figura 3).

Figura 3. Modulo automatizado para produccion de especies forestales. A: Datos del vivero.
B: Malla sombra de proteccion. C: Bastidores y charolas. D: Aguilones y

boquillas del riego automatizado.

3.1.2. Microorganismos



La cepa del organismo fitopatogeno Fusarium oxysporum y del antagonista
Trichoderma erinaceum empleados para la inoculacion de la semilla bajo estudio se
obtuvieron mediante la reactivacion del material existente en el laboratorio de Patologia,
para las aplicaciones posteriores, de acuerdo a los tratamientos correspondientes, se
obtuvo el inoculo de aislamientos de plantulas germinadas en el experimento y

procesadas en el laboratorio (Figura 4).

Figura 4. Microorganismos. A: Colonia de 7. erinaceum. B: Fidlides y conidios de T. erinaceum. C:
Colonia de F. oxysporum en medio de cultivo Czapeck. D: Micro y macroconidios de F.

OXysporum.

3.1.3. Germoplasma
La semilla fue proporcionada por el Laboratorio de Semillas Forestales del Ing. Emanuel
Farfan Vazquez. La semilla de P. michoocana fue colectada en el paraje Cerro Hueco de
Tacambaro Michoacan a una altitud de 1,400 msnm y la de P. pseudostrobus en el
paraje Cerro del frijol de Salvador Escalante, Michoacan cuya altitud es de 2,200 msnm

3.2. Métodos
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3.2.1.  Asignacion de tratamientos para P. michoacana.

Se asignaron los tratamientos del control biologico de F. oxysporum con T. erinaceum y
control quimico con Tiabendazol de acuerdo a la siguiente lista y a la figura 5.

Tratamiento Testigo 1 (T1 (Testigo con sustrato estéril)):
* Llenado de tres charolas con el sustrato estéril.
* Siembra semillas

Tratamiento Testigo 2 (T2 (Testigo con sustrato no estéril)):
* Llenado de cinco charolas con el sustrato sin esterilizar.
* Siembra semillas.

Tratamiento 3 (T3 (7. erinaceum)):

* Llenado de cinco charolas con el sustrato.

= Siembra de semillas inoculadas mediante aspersion con el antagonista a base de
I’ erinaceum.

Tratamiento 4 (T4 (7. erinaceum + F. oxysporum)):

* Llenado de cinco charolas con el sustrato.

* Siembra de semillas previamente inoculadas mediante aspersion con el hongo
antagonista 7. erinaceum y después de haber secado. se asperjo la solucion con el
patogeno a base de F. oxysporum.

Tratamiento 5 (T5 (Tiabendazol + F. oxysporum)):

* Llenado de cinco charolas con el sustrato.

* Siembra de semillas previamente asperjadas con el fungicida a base de
Tiabendazol y después inoculadas mediante aspersion con el patogeno a base de
F. oxysporum.

Tratamiento 6 (T6 (Tiabendazol)):

* Llenado de cinco charolas con ¢l sustrato.

* Siembra de semillas previamente sometidas a tratamiento de proteccion con
fungicida a base de Tiabendazol.

Tratamiento 7 (T7 (F. oxysporum)):
= Llenado de cinco charolas con el sustrato.

® Siembra de semillas inoculadas mediante aspersion con el patogeno a base de F.

BIBLIGTECA DIVISION DE CIEMCIAS FORESTALES

OXYSporum.
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3.2.2.  Asignacion de tratamientos para P. pseudostrobus

Se asignaron los tratamientos del control biolégico de F. oxysporum con T. erinaceum y
control quimico con Tiabendazol de acuerdo a la siguiente lista y a la figura 6.

Tratamiento Testigo 1 (T1 (Testigo con sustrato estéril)):
* Llenado de tres charolas con el sustrato estéril.
* Siembra semillas

Tratamiento Testigo 2 (T2 (Testigo con sustrato no estéril)):
* Llenado de cinco charolas con el sustrato sin esterilizar.
* Siembra semillas.

Tratamiento 3 (T3 (7. erinaceum)):

* Llenado de cinco charolas con el sustrato.

* Siembra de semillas inoculadas mediante aspersién con el antagonista a base de
T. erinaceum.

Tratamiento 4 (T4 (7. erinaceum + F. oxysporum)):

= Llenado de cinco charolas con el sustrato.

* Siembra de semillas previamente inoculadas mediante aspersion con el hongo
antagonista 7. erinaceum y después de haber secado. se asperjo la solucién con el
patogeno a base de F. oxysporum.

Tratamiento S (T5 (Tiabendazol + F. oxysporum)):

* Llenado de cinco charolas con el sustrato.

* Siembra de semillas previamente asperjadas con el fungicida a base de
Tiabendazol y después inoculadas mediante aspersion con el patogeno a base de
F. oxysporum.

Tratamiento 6 (T6 (Tiabendazol)):

* Llenado de cinco charolas con el sustrato.

* Siembra de semillas previamente sometidas a tratamiento de proteccion con
fungicida a base de Tiabendazol.

Tratamiento 7 (T7 (F. oxysporum)):
* Llenado de cinco charolas con el sustrato.
* Siembra de semillas inoculadas mediante aspersién con el patdgeno a base de F.

OXYSpOrum.
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3.2.3.  Reactivacion de F. oxysporum y T. erinaceum.
Para la reactivacion de F. oxysporum v T. erinaceum, fue necesario trabajar en la
campana de flujo laminar con los mecheros encendidos para crear un ambiente amplio
de asepsia, se coloco agua estéril en 5 cajas petri, donde se lavé el micelio extraido de
los tubos de ensaye con el fin de eliminar el aceite mineral en el que se encuentra
preservado. después se coloco en papel filtro estéril para que secara lo mejor posible,
enseguida se depositaron pequefios pedacitos del micelio en las cajas petri con el medio
de cultivo PDA. se etiquetaron para evitar confusiones de material y se sellaron con
papel parafilm para impedir o reducir al méaximo la contaminacién. Se hicieron
observaciones diarias del crecimiento de las colonias vy de las que presentaron algin
contaminante, se hicieron las transferencias necesarias hasta lograr obtener la cepa pura

del hongo bajo estudio.

3.2.4. Prueba In Vitro
Para seleccionar potenciales bioantagonistas como controladores biologicos, fue
necesario realizar algunos ensayos /n Vitro que orientaron respecto a su capacidad
antagonica para seleccionar uno, el cual fue posteriormente utilizado en las pruebas de

antagonismo /n Vivo.

La utilidad de las pruebas de antagonismo /n Vitro reside en que permiten establecer la
capacidad antagonica de algunos hongos sobre patogenos. Puede ocurrir que un
antagonista sea un excelente biocontrolador en experimentos In Vitro y funcione
posteriormente mal a campo. Para la realizacion de la prueba de antagonismo /n Vitro se

utilizaron como antagonistas 7richoderma erinaceum y Trichoderma spp.. la primera



fue reactivada de los tubos de ensaye del laboratorio y la segunda de aislamientos de
muestras de Pinus patula que se tenia como material de trabajo del laboratorio. Los
hongos patogenos estudiados fueron Phytophthora sp.. Cylindrocladium sp.. Fusarium
oxysporum 'y Fusarium sp. cuyas muestras tomadas de colonias existentes también en el
laboratorio de patologia a excepcion de F. oxysporum que se habia reactivado a la vez,

junto con 7. erinaceum.

Cada organismo antagonista se prob6 con cada uno de los organismos patogenos con dos
repeticiones sembrando una porcion tomada con el sacabocado de cada uno de éstos y
colocandolo en los extremos de las cajas petri con medio de cultivo PDA. de tal manera
que se tuvieron 4 pruebas con 2 repeticiones para cada antagonista. Quedando de la

siguiente manera:

Trichoderma erinaceum vs. Fusarium oxysporum
Trichoderma erinaceum vs. Fusarium sp.
Trichoderma erinaceum vs. Phytophthora sp.

Trichoderma erinaceum vs. Cylindrocladium sp.

Trichoderma spp. vs. Fusarium oxysporum
Trichoderma spp. vs. Fusarium sp.
Trichoderma spp. vs. Phytophthora sp.

Trichoderma spp. vs. Cylindrocladium sp.

(%]
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Para la valoracion del bioensayo, a partir de la fecha de siembra se tomaron 5 medidas
del crecimiento de la colonia de ambos organismos con una frecuencia de cada tres dias.
considerando velocidad de crecimiento y mecanismos de accién del antagonista contra el
patogeno, cuidando ademds que no se presentaran contaminantes que afectaran el buen

desarrollo del experimento y por ende. los resultados.

3.2.5. Prueba In Vivo
Se evaluo en dos fases. la efectividad biologica de 7. erinaceum contra F. OXysporum en
plantulas de Pinus michoacana y Pinus pseudostrobus durante su desarrollo en el vivero.
La primera fase fue para evaluar el porcentaje de germinacion por especie, a partir de la
siembra (25 enero 2007) hasta concluir la germinacion (30 abril 2007). La segunda fase
en el vivero fue de mayo a octubre de 2007 para evaluar en las plantulas las variables

diametro, altura y materia seca de raiz.

3.2.6. Incremento de T. erinaceumy F. oxysporum para prueba In Vivo
Para el crecimiento de F. oxysporum se utilizé6 medio de cultivo comercial PDA (papa-
dextrosa-agar) y un medio especifico llamado Czapeck para lograr la esporulacion de
este organismo. Para 7. erinaceum se utilizé principalmente medio de cultivo PDA y de
forma ocasional., medio de cultivo V8 (jugo comercial de ocho verduras). De cada
hongo, se incrementaron en cantidad considerable cajas petri completamente puras a

través de transferencias.
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3.2.7. Concentracion del inéculo
Para determinar la concentracion con la que se trabajo. de la mezcla obtenida del hongo
patogeno, se tomaron 100 ml, de ésta se tomo una pipeta de 10 ml y se coloc6 una gota
en la camara de Neubauer con calibracion de 0.0025 mm® para la cuantificacion de
macro y microconidios mediante un microscopio compuesto en el aumento de 40X.
también se determind si estaban presentes las clamidosporas como estructuras de
resistencia, se realizaron 10 conteos de conidios por cuadrante. al promedio del total se
le multiplicé por un factor de 1000 y se obtuvo el nimero de esporas por ml. De la
misma forma se procedié para calcular la concentracion de conidios del hongo
antagonista T. erinaceum. La concentracion aplicada fue de 3.17 x 10° conidios por ml

ara F. oxysporum y de 3.48 x 10° conidios por ml para 7. erinaceum (Figura 7A y 7B).
p 3

3.2.8. Preparacion de F. oxysporum y T. erinaceum para la inoculacion y

Tiabendazol para la aspersion de semillas

La suspension de cada hongo se prepard bajo la campana de flujo laminar. Con el
contenido de 10 cajas petri y 250 ml de agua destilada y estéril se mezclaron por un
minuto en licuadora a velocidad alta para lograr mayor dispersion de las esporas en el
liquido. Tal suspension se colocd en un aspersor manual de plastico completamente

desinfectado para proceder a realizar los tratamientos a las semillas (Figura 7C).

3.2.9. Inoculacion de las semillas y siembra
Después de las 24 horas de remojo de las semillas en agua destilada y estéril. se procedid
con la aplicacién de las soluciones de acuerdo a los tratamientos asignados. Las semillas

del tratamiento testigo 1 con sustrato estéril y del testigo 2 con sustrato sin esterilizar no
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recibieron inoculaciéon con el fungicida biologico ni proteccion con el fungicida
quimico, Ginicamente se sembraron en las charolas correspondientes. El tratamiento 1 se
establecio solo en tres charolas debido a que no hubo sustrato estéril disponible para las
5 a diferencia del resto de los tratamientos. Las semillas de los tratamientos 3 y 4 se
inocularon con 7. erinaceum:; cuando las semillas del tratamiento 4 ya estaban
completamente secas se inocularon, mediante aspersion. con la suspension de F.
oxysporum. Las de los tratamiento 5 y 6 se asperjaron con el fungicida quimico a base de
Tiabendazol, también cuando las semillas del 5 ya estaban bien secas. se inocularon con
F. oxysporum y las del tratamiento 7 se inocularon (nicamente con F. oxysporum.
Cuando las semillas de todos los tratamientos estuvieron completamente secas se

procedié a sembrarlas en los contenedores (Figura 7D).

En cada cavidad de las charolas se colocaron dos semillas a una profundidad de
aproximadamente dos veces su tamaio (Figura 7E). Se tuvieron 14 tratamientos en total,
cada uno con cinco repeticiones y cada repeticion consistio de una charola de 40
cavidades, excepto en el Tratamiento Testigo 1. en el que se emplearon tres charolas por
cada especie debido a que el sustrato estéril solo alcanzo para el llenado de 6 charolas y
se requeria experimentar en ambas especies de pino (Figuras 5 y 6). Se establecid el
experimento en el vivero de manera aleatoria (Figura 7F. Anexo 3). Se coloco la malla
sombra para evitar que las semillas o las plantulas recién emergidas fueran extraidas por

pajaros.



Figura 7. A: Cdmara de Neubauer y contador de conidios. B: Cuadrantes de la cdmara de
Neubauer y conidios. C: Aspersores con la solucion. D: Inoculacion de semillas.

E: Siembra de semillas en las charolas. F: Experimento establecido en el vivero.

3.2.10. Sustratos para germinacién y crecimiento de los pinos en el vivero.
El sustrato consistio de peat-moss (43%). vermiculita (30%) y agrolita (27%), ademas de
0.991 kg. de osmocote como fertilizante de liberacion prolongada (Cuadro 2). Los tres
primeros componentes del sustrato se revolvieron hasta obtener una mezcla homogénea,
enseguida se distribuy6 el osmocote y se mezclaron otra vez para lograr que se integrara

lo mejor posible. Para tener mayor certeza de la asepsia del sustrato, en el Tratamiento

43



Testigo 1 se utilizo sustrato previamente esterilizado a 15 Ib/in® de presion. Una vez
hecha la mezcla de sustrato, se le agregé agua hasta capacidad de campo y se procedid

con el llenado de las charolas (Figura 8).

Cuadro 2. Cantidad de sustrato utilizado para el llenado de 70 charolas.

Sustratos Volumen Porcentaje
(kg) (%)
Peat-moss 142.260 43
Vermiculita 99.230 30
Agrolita 89.610 27
Osmocote 0.991
Total 331.100 100

Figura 8. Sustratos. A: Sustratos: Peat-moss, agrolita y vermiculita. B: Mezcla de sustratos y

osmocote. C: Llenado de charolas. D: Charola lista para la siembra.
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3.2.11. Inoculacion de las plantulas
Después de haberse concluido la germinacion. se realizaron dos inoculaciones bajo el
método de inyeccion directa al sustrato (con 20 ml de solucién) a cada una de las
plantulas de acuerdo al tratamiento correspondiente. Pasados 15 dias después de cada
inoculacion, se hicieron las mediciones de didmetro y altura para poder realizar el

analisis del efecto de los tratamientos en el crecimiento y desarrollo de las plantas.

3.2.12. Riego
Se aplico riego a diario o dos veces al dia segiin los requerimientos y de acuerdo a la
temperatura y ¢poca del afio o bajo el régimen de riego empleado en el vivero, con agua
sola hasta el momento en el que la germinacion concluyé. Después de la germinacion, se
aplicé fertirrigaciéon con fase iniciador cuya formulacion es 7-40-17 N-P-K.
Posteriormente, se utiliz6 la formulacion 20-7-19 que corresponde a la fase de desarrollo
y a partir de que las plantulas tenian en promedio 4 cm de altura se aplicé por dos meses
la fase finalizador cuya formulacion es 4-25-35 de N-P-K. En la etapa final del

experimento fue riego con agua sin formulacion alguna.

3.3. Disefio experimental

3.3.1. Evaluacion de la germinacion.
En el experimento /n Vivo establecido en el vivero de la Division de Ciencias Forestales
en el que se evalud el porcentaje de germinacion de las semillas correspondiente a la
primera fase de esta prueba, se empled un Disefio completamente al azar cuyo modelo

€s:
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Yij=p + 1+
Donde:

Yij = Observacion j-ésima del tratamiento i

{ = Media poblacional comun a todas las observaciones
Ty = Efecto debido al tratamiento i
gj = componente de error aleatorio

Este disefio es util cuando las unidades experimentales son esencialmente homogéneas.
es decir. cuando la variacion entre ellas es pequefia. Este es el caso de muchos
experimentos en laboratorio, en los que una cantidad de material est4 completamente
mezclado y luego se divide en porciones pequenas para formar las unidades
experimentales a las cuales se asignan los tratamientos en forma aleatoria. o en
experimentos con plantas con condiciones ambientales muy parecidas (Steel y Torrie,

1985).

3.3.2. Evaluacion del desarrollo y crecimiento de las plantulas
Para la segunda fase del experimento en el vivero, se hizo un reacomodo de las plantulas
considerando los mismos tratamientos bajo un Disesio en parcelas divididas siendo la
parcela principal (unidad) la especie vy las subparcelas (subunidad) cada uno de los
tratamientos (Steel y Torrie, 1985). Se obtuvieron datos de diametro y altura de cada
plantula existente por especie después de cada inoculacion. generandose asi. dos grupos
de datos de acuerdo a dos inoculaciones realizadas. los cuales se analizaron por

separado. El modelo de tal disefio es el siguiente:
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Yij=p+pit o+ v+ Bt (af)ik+ s

La observacion en el bloque i-ésimo de un disefio de bloques completos al azar bajo el
tratamiento j-ésimo de la unidad completa con el k-¢simo tratamiento de la subunidad.
Este diseno es ideal en situaciones cuyo objeto principal de un experimento es comparar
los efectos de varios fungicidas como protectores contra infeccion por una enfermedad.
Para aumentar el alcance del experimento. se incluyen varias variedades de las cuales se

sabe que difieren en su resistencia a la enfermedad (Steel y Torrie. 1985).
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3.4. Evaluacién de las pruebas de antagonismo In Vitro e In Vivo y efectividad de

los tratamientos

Con la intencién de evaluar la totalidad del experimento. se realizaron las siguientes

pruebas:

3.4.1. Pruebas de antagonismo In Vitro de Trichoderma
Los bioensayos In Vitro fueron efectuados con el fin de comprobar si los hongos
antagonistas Trichoderma erinaceum y Trichoderma sp. podian tener algun efecto sobre

los patégenos Fusarium oxysporum, Fusarium sp.. Phytophthora sp. v Cylindrocladium

sp.

3.4.2. Porcentaje de germinacién de P. michoacana y P. pseudostrobus
Se tomd en cuenta el porcentaje de germinacion de cada especie, de manera general y
por tratamiento. La siembra se realizo el dia 25 de enero de 2007. FJ periodo de
germinacion fue del 03 de marzo 30 de abril, mostrando el pico de mayor germinacion el
19 de abril. Se emple6 un disefio completamente al azar vy para el analisis estadistico en

SAS (Rebolledo, 2002), se utilizé una transformacion angular o transformacion arcoseno

1

(arcsen y O0sen” ¥ )que esaplicable a datos binomiales expresados como fracciones

decimales o porcentajes, y se recomienda cuando los porcentajes cubren un intervalo

amplio de valores.
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3.4.3. Alturay didametro de plintulas
Para tomar los datos de cada una de las plantulas por tratamiento y a su vez, por especie.
se utiliz6 una regla graduada de 30 cm en el caso de la variable altura considerada de la
base del tallo a la parte apical de la planta y un vernier digital electrénico para las

lecturas del diametro del tallo tomado en la base del mismo.

3.4.4. Aislamientos
Las plantas que manifestaron dafio o sintoma de enfermedad fueron extraidas vy
clasificadas por tratamiento. se llevaron al laboratorio de patologia para realizar las
pruebas idoneas y comprobar si el agente causal de tal dafio fue el organismo con el que
se inocularon las plantas y si el hongo antagonista al emplearlo mostré una o varias
ventajas que posee. Cada planta se etiqueto de acuerdo al tratamiento correspondiente y
se coloco en bolsas de plastico limpias y va en el laboratorio se le quité el sustrato.
ademas se lavo con agua para quitar el exceso del mismo. El procesamiento se realizo en
la campana de flujo laminar con el apoyo de dos mecheros encendidos para tener un
ambiente aséptico. Se hicieron cortes de raiz de 1 em aproximadamente, para esto fue
necesario considerar en cada corte una parte sana ¥ una parte con manifestaciones de
enfermedad. Se inici6 con dos enjuagues en agua estéril y enseguida se colocod en
hipoclorito de sodio al 1.5% durante un minuto. después se realizaron otras dos

enjuagues con agua estéril para eliminar completamente el desinfectante.

Se coloco en papel filtro estéril con el fin de que secara completamente y se procedi6 a
la siembra en cajas petri con medio de cultivo PDA solidificado y limpio, colocando en

promedio 10 pedacitos por caja utilizando pinzas de diseccion, las cuales en cada
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manipulacion, se dejaban por unos segundos al fuego del mechero para evitar
contaminacion entre porciones a sembrar. Enseguida, se sellé con papel parafilm para
cerrarlas y asi evitar al maximo la contaminacién de las cepas con otros agentes por su
manejo en el cuarto de siembra. Se etiquetd cada caja de acuerdo al tratamiento y
especie correspondiente. Fue necesario hacer revisiones diarias a las cajas para observar

la presencia de micelio o bien, la manifestacion de organismos contaminantes.

Cuando se noté esta caracteristica. esas cajas se desecharon y para aquellas que
mostraron micelio puro alrededor de la porcion sembrada. se utilizo el sacabocado de 1
cm de didmetro para tomar dicha porcion y se transfirio a caja petri con PDA para
obtener una colonia pura. Al desarrollarse la colonia, se identificé el organismo en base
a las caracteristicas propias de cada uno. considerando coloracion del micelio y
crecimiento de la colonia. Para mayor certeza, se elaboraron preparaciones en porta
objetos y con apoyo del microscopio compuesto, se identificaron los micro vy
macroconidios, asi como las clamidosporas de F. oxysporum y también los conidios.
fialides y clamidosporas de 7. erinaceum. De tal manera que a traves de los aislamientos
realizados se pudo comprobar la manifestacion de los organismos utilizados en la

investigacion. Para ello se emplearan los postulados de Koch (Anexo 4).

3.4.5. Identificacion de hongos presentes en los aislamientos
Para determinar si los hongos con los que se inocularon las plantas fueron los que se
manifestaron, se tomd en cuenta la sintomatologia de la plantula. la cual al ser atacada
por un patogeno, en este caso K oxysporum, los sintomas de dafio son muy

caracteristicos en la coloracion del follaje, la apariencia del tallo y de la raiz. Si la
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plantula se favorecié con la aplicacion del hongo antagonista 7. erinaceum. se
incrementa la densidad de raices, asi como también las dimensiones en diametro y altura
de la misma. Ademds, se consideraron las colonias obtenidas en los aislamientos. de
acuerdo a crecimiento y coloracién de las mismas ya que son propias de tales hongos.
Asi mismo, se procedié a la elaboracion de preparaciones permanentes. para ello fue
necesario extraer una pequefia porcion del micelio que desarroll6 alrededor del pedacito
de raiz sembrado en PDA y se coloc en un portaobjetos con glicerina liquida, anillo de
cera y cubiertas con un cubreobjetos y se observaron en el microscopio a 40X de

aumento.

3.4.6. Materia seca de raiz
Al considerar el rendimiento de un producto es necesario expresarlo en unidades de
materia seca, la cual estd constituida por una fraccion organica y otra inorganica. El
componente inorganico estd dado por los minerales que posee el vegetal, principalmente
potasio y silicio. Pero también, la mayoria de los compuestos organicos contienen
elementos minerales como componentes estructurales. por ejemplo, las proteinas

contienen azufre y muchos lipidos y los carbohidratos contienen fosforo ( Bassi. 2007).

Al término del experimento en el vivero (octubre de 2007), se contabilizaron y se
extrajeron las plantas sobrevivientes de cada tratamiento con la finalidad de calcular la
cantidad de materia seca en cada ejemplar y con esos datos hacer el analisis

correspondiente para determinar que tratamiento fue el mejor en cuanto a mayor

ganancia de peso seco, lo cual se atribuye a uno de los tantos beneficios que otorga el

WRLIGTECA DIVISION DE CIENCIAS FORESTALE®
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hongo antagonista 7. erinaceum al utilizarse durante la produccion de planta en el

VIVEro.

Posterior a la extraccion, se elimind completamente el sustrato de las plantas y se
lavaron con agua estéril. Con una navaja se separ6 la parte aérea de la parte radical a
nivel del cuello de la raiz: la parte foliar se desechd. Cada una de las raices clasificadas
por tratamiento se peso en la balanza analitica, de esta manera se obtuvo el dato de peso
fresco individual, se metié en una bolsa de papel. la cual se etiquetd de acuerdo a la
especie y al tratamiento correspondiente. Se sometieron a estufa de secado a una
temperatura constante de 27°C las 24 horas del dia. Se continu6 con la toma de datos de
peso cada tercer dia hasta que se logré el peso constante. que en si corresponde al peso
en seco. La cantidad de materia seca por cada raiz. se obtuvo mediante una diferencia de

datos entre el peso fresco y el peso seco en gramos (g).

Con los datos obtenidos, se pudo trabajar también en porcentaje la cantidad de materia
seca, pero en este caso por tratamiento. Para ello, se consider6 un solo dato, asi que se
pesaron todas las plantas en conjunto de cada tratamiento. con lo que se tuvo el peso
fresco (peso inicial) del tratamiento. Al tener el peso constante. se agruparon todas las
plantas de cada tratamiento y se pesaron en conjunto para tener el peso seco (peso final)

y con estos resultados se pudo calcular el porcentaje de materia seca.



Para ello, se empled la formula siguiente (Bassi. 2007).

%MS = Pesoinicial — Peso final £100

Pesoinicial

Para esta fase del experimento, se realizo el andlisis estadistico mediante el paquete de
computo SAS con PROC GLM y Tukey con disefio de parcelas divididas. en base a los
resultados de materia seca en gramos (g) para determinar de esta manera que tratamiento

proporcion6 mayor robustez a las plantas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Concentracion del inéculo
La concentracion aplicada para 7. erinaceum fue de 3.48 x 10° conidios por ml y para F.

oxysporum fue de 3.17 x 10° conidios por ml.

4.2. Evaluacién de la susceptibilidad

La especie que resultd ser mas susceptible a Fusarium oxysporum fue P. pseudosirobus
ya que el porcentaje de sobrevivencia del nimero de plantulas germinadas que
recibieron inoculaciones post-emergentes del patdgeno F. oxysporum hasta el momento
de concluir con la fase de vivero fue de 80%. en cambio. P. michoacana mostré una
ligera diferencia con 83.4% de sobrevivencia, asi como también. mayor crecimiento en

altura y en diametro.

4.3. Pruebas de antagonismo In Vitro

Los bioensayos mostraron la efectividad del uso de Trichoderma erinaceum y
Trichoderma sp. como control biologico de los patdgenos utilizados. Para la evaluacion
se considero el tipo de antagonismo y el porcentaje de inhibicion por el antagonico al

crecimiento de la colonia generada por el patdgeno.
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El antagonista Trichoderma erinaceum manifestd parasitismo como mecanismo de
inhibicion en aproximadamente un 88% contra Fusarium oxysporum formando un ligero
halo de inhibicion alrededor de la colonia del patdgeno evitando asi que el micelio de

éste se prolongara (Figura 9A y 9B).

También 7. erinaceum presentd un efecto inhibitorio en un 94% de Fusarium Sp.s S€
forma un halo mas claro que en el caso anterior, el cual es un mecanismo de inhibicién
por parasitismo o competencia en el cual el hongo antagonista produce sustancias

toxicas para impedir el crecimiento del patégeno (Figuras 9C y 9D).

Respecto a la prueba a base de 7. erinaceum y. Phytophthora sp. también presenta un
efecto de inhibicion de crecimiento del patdgeno en 98%. en este caso también se trata
de un micoparasitismo en el que el antagonista crece sobre la colonia desarrollada por el
patogeno, aunque también se observa la formacion de un halo. el cual también impide la
expansion del micelio del organismo patdgeno que pudiera ser un efecto por antibiosis
en el cual libera sustancias quimicas para impedir el desarrollo del patdgeno (Figuras 9E

y 9F).

En cuanto a T. erinaceum y Cylindrocladium Sp. se observa una inhibicion de
crecimiento del patogeno en un 97%. ya que ocurre también un efecto de
micoparasitismo aunque en este caso. la formacion de un halo es ausente, pero la colonia
de color verde esta completamente cubriendo la colonia del patégeno y al haber una
posible competencia, el antagonista ha dominado por lo que inicia la produccién de

conidios y maduracion de las estructuras de reproduccion (Figuras 9G y 9H).



Efectos similares ocurrieron en las pruebas In Vitro a base de Trichoderma sp. Para el
caso de Trichoderma sp. contra F. oxysporum también hubo un efecto inhibitorio en un
84%. Respecto a Trichoderma sp. vs. Fusarium sp.. de la misma forma. el efecto de
inhibicién por la formacién de un halo como posible antibiosis y micoparasitismo en un
98%. Con Trichoderma sp. y Phytophthora sp. hubo inhibicién aunque no esta
claramente determinado si es por micoparasitismo ya que el hongo antagonista solo
presenta estructuras en el extremo externo de la caja, es decir. en el sentido contrario a la
direccion de crecimiento del organismo antagénico y colonizé todo el patogeno, el
cubrimiento de la caja petri por el micelio del hongo antagénico fue de 98%. Situacion
similar se present6 con Trichoderma sp. y Cylindrocladium sp. en la que la formacion
del halo existe, aunque puede ser un efecto de inhibicién por antibiosis vy

micoparasitismo en un 97%.

De estos resultados se eligio el uso de 7. erinaceum para las pruebas de antagonismo /n
Vivo ya que tuvo mejores mecanismos de accion contra los patogenos.
Lozoya et al. (2006), demostro la actividad antagonica de los aislamientos bacterianos Vv

fingicos sobre el desarrollo de la enfermedad causada por Phytophthora infestans.
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Figura 9. Pruebas de antagonismo In Vitro; A y B: Trichoderma erinaceum vs. Fusarium
oxysporum. C 'y D: Trichoderma erinaceum vs. Fusarium sp. E y F: Trichoderma
erinaceum vs. Phytophthora sp. G 'y H: Trichoderma erinaceum vs.

Cylindrocladium sp. (Nota: Trichoderma ubicada a la izquierda de la caja petri).
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4.4. Germinacion de Pinus michoacanay Pinus pseudostrobus
Con una confiabilidad de 95% y de acuerdo al analisis de varianza se acepta la hipdtesis
nula de que los tratamientos son iguales dentro de cada una de las especies, debido a que

(Pr>F) > (¢=0.05) (Cuadros 3 y 4).

Cuadro 3. Analisis de Varianza de la variable porcentaje de germinacion de Pinus michoacana.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
F calculada Pr>F
Variacion libertad Cuadrados medios
Tratamiento 6 0.20206725 0.03367787 0.50 0.7843
Error 26 1.66892710 0.06418950
Total 32 1.87099435

Cuadro 4. Analisis de Varianza de la variable porcentaje de germinacion de Pinus pseudostrobus.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
F calculada Pr>F
Variacion libertad Cuadrados medios
Tratamiento 6 0.25400213 0.04233369 0.83 0.5563
Error 26 1.32331502 0.05089673
Total 32 1.57731714

Al hacer la comparacién de medias mediante la prueba de Tukey. se corrobora lo que
mostr6 el andlisis de varianza. De tal manera que no hay diferencias significativas ni

estadisticas entre los tratamientos de ambas especies.

El mayor porcentaje de germinacion promedio para el caso de P. michoacana fue para el
tratamiento 2 (Testigo con sustrato no estéril) con 61%, el siguiente fue el tratamiento 5
(Tiabendazol + F. oxysporum) cuyo porcentaje promedio fue de 56. El tratamiento 3 en
el que se aplico 7. erinaceum como protector se obtuvo un porcentaje de germinacion

promedio de 45%. Los porcentajes mas bajos se obtuvieron en los dos tratamientos en
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los que se emple6 el hongo antagonista (T3 (7. erinaceum) y T4 (T. erinaceum + F.
oxysporum)) con 47% y 45% respectivamente, de dichos tratamientos se esperaba mejor

resultado en este punto (Figura 10).

Para el caso de P. pseudostrobus, el mayor porcentaje de germinacion promedio fue de
59% para el tratamiento 1 (Testigo con sustrato estéril), el siguiente fue el tratamiento 6
(Tiabendazol) cuyo porcentaje promedio fue de 55. El tratamiento 3 en el que se aplico
T’ erinaceum como protector se obtuvo un porcentaje de germinacion promedio de 32%,

de tal manera que es el tratamiento con porcentaje de germinacion mas bajo en esta

especie (Figura 11).
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Figura 10. Porcentaje de germinacion por tratamiento para P. michoacana.
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Figura 11. Porcentaje de germinacion por tratamiento para P. pseudostrobus.

De acuerdo a los porcentajes de germinacién que se muestran en las figuras anteriores,
se puede notar que si hay diferencias biologicas significativas aunque en el analisis
estadistico no se muestran, lo cual se atribuye a que SAS realiza el andlisis en base a la
diferencia minima significativa y la diferencia de las medias de dos tratamientos
involucrados, en todas las comparaciones realizadas respecto a este dato no hay

diferencia.

Concluyendo entonces en base a la respuesta biologica de las semillas, el fungicida
tiabendazol surte buen efecto de proteccion pre-emergente, no asi para 7. erinaceum que
tiene porcentajes bajos para ambas especies. Los porcentajes de germinacién bajos que
se presentaron pueden atribuirse a las condiciones en las que se desarrolld el
experimento, las temperaturas al inicio (siembra en el mes de enero) fueron bajas, lo que

implicé cubrir con un plastico durante la noche la cama de crecimiento y otra causa que
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pudo haber jugado un papel importante en el mismo resultado es el método de siembra y
profundidad de la semilla en la cavidad, asi como la manipulacion del germoplasma. Es
muy probable que los tratamientos aplicados no tuvieron efectos en la germinacion

considerando las condiciones antes mencionadas (Figura 12).

Don Juan (2006) tuvo porcentajes de germinacion bajos en los tratamientos que empled
Trichoderma harzianum como proteccion a la inoculacion de hongos que causan
Damping-oft, en cambio, en los tratamientos en los que empled 7. erinaceum y

fungicida quimico tuvo porcentajes de germinacion elevados.

Figura 12. Germinacion. A: Vista general de germinacion. B: Charolas con mayor porcentaje

de germinacién. C: Charolas con bajo porcentaje de germinacion.

4.5. Manifestacién de dafos y aislamientos

Al concluir la germinacion, mediante monitoreos al vivero se detectaron aquellas plantas
que mostraron sintomas de enfermedad como variacion en la coloracion de las hojas,
desde verde lim6n hasta café oscuro y/o la base del tallo constrefiida y por ende,
crecimiento menor, asi como las semillas que no germinaron. Los sintomas
anteriormente mencionados, corresponden a los descritos por Lopez (2002). De cada

especie y de cada tratamiento, se extrajeron dos ejemplares de semillas no germinadas y
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dos de plantas enfermas para procesarlas mediante aislamientos en el laboratorio de
patologia y se determind si los hongos que se emplearon en la inoculacion previa a la
siembra de las semillas, se manifestaron al germinar las mismas (Figura 13 y 14). Los
primeros aislamientos se realizaron en el mes de mayo de 2007. en dias posteriores al

término de la germinacion.

Se realizaron dos inoculaciones post-emergentes de acuerdo a cada tratamiento asi gnado
desde el principio. La primera aplicacion fue el 12 v 13 de julio de 2007 mediante
inyeccion directa al sustrato con 20 ml de solucién por cada plantula (fueron necesarios
2 dias ya que en los tratamientos 4 y 5 se inocul6 primero el agente protector y 24 horas
después. el patogeno. El 27 de julio del mismo afio, se tomaron mediciones de didmetro
y altura para analizar el impacto que tuvo dicha aplicacion en el desarrollo de las
plantulas y también se hizo un andlisis de datos para respaldar los resultados obtenidos.
Las plantulas con sintomas de enfermedad posterior a la primera inoculacién. se

extrajeron y fueron procesadas a través de aislamientos el mismo dia.

La segunda inoculacion fue el 31 de agosto y el 01 de septiembre del 2007 con la misma
téenica que en la primera. La toma de datos de diametros y alturas se realizé el 25 de
septiembre del mismo afio. en esa misma fecha se hizo la extraccién de plantas enfermas
para procesarlas en medio de cultivo PDA y determinar el agente causal. Cabe
mencionar que de los tratamientos que no manifestaron dafios. también se extrajeron
plantas para procesarlas mediante aislamientos y determinar si se manifesto el hongo

antagonista o bien, el hongo patégeno.
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En los cuadros 5 y 6, se enlistan los MICroorganismos que se presentaron en los tres
aislamientos realizados a cada especie y por cada tratamiento durante la fase en el
vivero. Atn cuando en el tratamiento 1 no se hizo aplicacién de organismos biolégicos,
en P. michoacana se aisl6 el patégeno F oxysporum en la evaluacion a las semillas y
plantulas recién emergidas asi como en los aislamientos posteriores a la primera y

segunda inoculacion y sdlo en la primera para P. pseudostrobus.

En los tratamientos que se aplicaron tungicidas biol6gicos y quimicos. la incidencia de
patogenos se redujo basicamente en el ultimo aislamiento. probablemente a que las
primeras inoculaciones manifestaron efectos y se pudieron observar mejor los resultados

de éstas junto con la segunda inoculacion.

En P. michoacana en los tratamientos 3 y 4 se eliminé la incidencia del patogeno en la
segunda inoculacion, de tal manera que el antagonista aplicado a las semillas antes de la
siembra y en las dos inoculaciones posteriores inhibié a los agentes causales de
enfermedad en raiz. En P. pseudostrobus, también en los tratamientos 3 y 4 si hubo
presencia de F. oxysporum. comprobando de esta manera que esta especie fue la mas

susceptible al ataque de patogenos.



Cuadro 5. Organismos presentes en los aislamientos por tratamiento de Pinus michoacana.

Tratamiento

Hongos aislados
(semillas y plantulas
recién emergidas)

Hongos aislados
(Plantulas)
(Ira. Inoculacion)

Hongos aislados
(Plantulas)
(2da. Inoculacién)

Tl

T2

T3
T4

T

n

T7

. Testigo estéril

. Testigo no estéril

. Trichoderma erinaceum
. T erinaceum

Fusarium oxysporum
. Tiabendazol

Fusarium oxysporum

. Tiabendazol

- Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum
Trichoderma erinaceum

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum

Trichoderma erinaceum
Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum
Trichoderma erinaceum

Fusarium oxysporum
Trichoderma erinaceum

Trichoderma erinaceum

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum
Trichoderma erinaceum
Fusarium oxysporum

Cuadro 6. Organismos presentes en los aislamientos por tratamiento de Pinus pseudostrobus.

Tratamiento

Hongos aislados
(semillas y plantulas
recién emergidas)

Hongos aislados
(Plantulas)
(Ira. Inoculacion)

Hongos aislados
(Plantulas)
(2da. Inoculaci6n)

T1. Testigo estéril

T2.

T3.

T4.

TS

Té.
T

Testigo no estéril

Trichoderma erinaceum

T. erinaceum
Fusarium oxysporum
Tiabendazol
Fusarium oxysporum
Tiabendazol
Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum
Trichoderma erinaceum
Fusarium oxysporum
Trichoderma erinaceum
Fusarium oxysporum
Trichoderma erinaceum

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum
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Figura 13. Pinus michoacana. A: Plantula de P. michoacana con sintomas de enfermedad en
follaje. B: Raiz de la plantula enferma en medio de cultivo PDA después de la
segunda inoculacién. C: Crecimiento y coloracion purpura de F OXYSporum
presente en el aislamiento de raiz. D: Micelio de F. oxysporum. E: Semilla en
PDA con F. oxysporum. F: Colonia verde caracteristica de 7. erinaceum. G:

Micro y macroconidios de F. oxysporum. H: Fialides y conidios de 7. erinaceum.



Figura 14. Pinus pseudostrobus. A: Plantula de Pinus pseudostrobus con sintomas de
enfermedad en follaje. B: Muerte descendente causada por . oxysporum. C: Raiz
de la plantula enferma en medio de cultivo PDA. D: Micelio color purpura de F.

oxysporum. E: Micelio caracteristico de F. oxysporum.

Gonzilez (1979) en pruebas que realizo esterilizando el suelo del vivero con vapor de
agua contra el Damping-off encontré que proporciond mejor resultado en comparacion
con los que no fueron tratados y fue mas efectivo el vapor de agua que cuando contenian
en el sustrato hojarasca de pino. En pruebas individuales de las especies de hongos que

causan Damping-off en Pinus radiata. comprobé que Fusarium oxysporum es el mas
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frecuente y recomienda controlarlo con la desinfeccion del sustrato. Ademas se ha
obtenido proteccion en especies agricolas contra el Damping-off usando especies de

Trichoderma 'y Penicillium como antagonistas.

Gonzalez (1979) trabajé la comparacion de diferentes tratamientos al sustrato para
controlar Damping-off en dos especies de pino producidas en vivero, reporta que el bajo
porcentaje de incidencia de dafios causados por el hongo. pueden deberse a que la
desinfeccion de los sustratos con algunos productos., eliminen organismos antagonicos
del Damping-off, lo que lleva consigo un alto porcentaje de plantas muertas, por

encontrar facil acceso a la recolonizacion del material hospedero y del sustrato.

Segun Esterio (2005), en estudios efectuados para determinar la residualidad del
producto aplicado en arboles de vid /n Vivo, se pudo establecer que después del séptimo
dia post aplicacién el nivel de control otorgado por el fungicida bioldgico tendia a
disminuir y que el mayor efecto lo producia entre el tercer y quinto dia post aplicacion.
Entre los fungicidas que resultaron ser mas compatibles con la germinacion conidial con
Trichoderma destaca Iprodione. En el estudio /n Vitro se pudo comprobar que todos los
fungicidas evaluados afectan el crecimiento de Trichoderma, destacando como el de

menor compatibilidad Benomyl.

4.6. ldentificacién de 7. erinaceum y F. oxysporum obtenidos de los aislamientos
Para la determinacion de los hongos que se presentaron en las plantas. se observaron los
sintomas que manifestaron las plantulas enfermas. la coloracion del follaje al inicio fue

verde claro. después se tornd amarillento hasta finalmente quedar café, esto coincidid
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perfectamente con lo que causa F. oxysporum. Al extraer plantas de los tratamientos que
recibieron inoculacion con 7. erinaceum, el crecimiento en altura y el incremento en
diametro fue mayor que las que recibieron inoculacién con el patégeno. Al obtener los
re-aislamientos, se hicieron las transferencias de las colonias que se manifestaron en la
raiz que se sembrd en medio de cultivo PDA hasta lograr colonias puras y de acuerdo al
comportamiento de crecimiento y coloracién, también corresponden al patdgeno y al
antagonista utilizados. Pero para mayor certeza se hicieron preparaciones permanentes y
al observarlas al microscopio se identificaron los macro y microconidios de F
oxysporum, asi como los conidios y fidlides de 7. erinaceum de acuerdo a lo que

describe (Barnnet y Barry, 1972).

Las colonias de 7. erinaceum manifestaron coloracién blanco al inicio, enseguida
amarillo para finalmente tomar el color verde oscuro caracteristico. asi como gran
produccion de conidios, al realizar preparaciones. se observaron los conidios.

clamidosporas y fidlides de acuerdo a las caracteristicas propuestas por Samuels (2007).

La colonia de F. oxysporum al principio fue con micelio blanco algodonoso, a los pocos
dias se torna a un color violeta claro, finalmente toma la coloracion purpura violdcea, en
algunas cepas con apariencia algodonosa. Al hacer la preparacion, se observan los micro
y macroconidios hialinos caracteristicos (Barnnet, 1996). Para lograr la esporulacién de
este hongo en cantidades elevados, fue necesario utilizar el medio de cultivo Czapeck.,

aun cuando los aislamientos se realizaron en medio de cultivo PDA (Anexo 2)
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4.7. Diametro y altura de las plantulas de Pinus michoacana.

La primera inoculacién a las plantulas de acuerdo al tratamiento correspondiente. se
realizé 2.5 meses después de haber concluido la germinacion, es decir. el 12 v 13 de
julio de 2007. La toma de datos de didmetro y altura referente a esta aplicacion se hizo el

27 de julio del mismo afio.

La segunda inoculacion se hizo el 31 de agosto y el 01 de septiembre de 2007, o sea. 1.5
meses después de la primera. Las mediciones de didmetros y altura se hicieron el 25 de

septiembre de 2007.

Inoculacion 1
Las variables diametro y altura se analizaron con el paquete estadistico ANOVA (PROC
GLM) en el programa SAS con una confiabilidad de 95% v ¢ = 0.05 después de cada

inoculacion.

Posterior a la primera inoculacion, con los datos obtenidos, la altura promedio fue de
7.58 centimetros, las plantas que recibieron tratamientos de proteccion previos a la
inoculacion con el patégeno tuvieron los mayores promedios, T4 (7. erinaceum + F.
oxysporum) con 7.77 y T5 (Tiabendazol + F oxysporum) con 7.75 cm. El T7 (F.
oxysporum) dio también buenos resultados en cuanto a esta variable, con un promedio
en altura de 7.71 em. no asi para el T1 ( Testigo con sustrato estéril) que manifestd un

promedio de 6.89 cm, siendo este el mas bajo (Figura 15).

Respecto a la variable diametro. se tienen resultados semejantes solo que los mayores

promedios se tuvieron en el TS (Tiabendazol + F oxysporum) con 2.11 mm y en el que
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unicamente se aplico el fungicida quimico con 2.07 mm. En el que se aplico control
biologico antes del patbgeno T4 (7. erinaceum + F. oxysporum) el promedio de diametro
es de los mejores con 2.03 mm. El promedio en la especie fue de 1.97 mm. Teniendo el
dato mas bajo en el T2 (Testigo con sustrato no estéril) con 1.81 mm (Figura 16).

Con un anélisis mediante PROC GLM. las variables independientes definidas como
variables de clasificacion son tratamiento y bloque. en el modelo las variables
dependientes son didmetro y altura de las plantulas de pino. Mediante este analisis se
evalud si existio o no efecto significativo de los tratamientos en el desarrollo de
didmetro y altura. Para didmetro y altura en P. michoacana y de acuerdo al ANOVA
(PROC GLM), se rechazo la hipétesis nula de que todos los tratamientos son iguales y

se acepto la hipétesis alternativa de que al menos uno es diferente (Cuadros 7y 8).

Cuadro 7. Analisis de varianza para la variable diametro en P. michoacana (Inoculacion 1),

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
F calculada Pr>F
Variacion libertad Cuadrados medios
Modelo 32 22.6896864 0.7090527 3.94 <0.0001
Error 640 115.2217067 0.1800339
Total 672 137.9113932

Cuadro 8. Anélisis de varianza para la variable altura en P. michoacana (Inoculacion 1),

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
F calculada Pr>F
Variacion libertad Cuadrados medios
Modelo 32 83.4843880 2.608887] 1.92 <0.0001]
Error 640 869.0907680 1.3879543
Total 672 952.5751560

Mediante la prueba de Tukey se determiné cual tratamiento resulté mejor. de tal forma

que para la variable diametro el T5 (Tiabendazol + F oxysporum) y T6 (Tiabendazol)
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tuvieron la mayor media con 2.11 y 2.07 mm respectivamente, por tanto fueron los que
mejores resultados arrojaron, asi que la proteccion a las semillas, antes de la siembra y
con inyeccion al sustrato por cada cavidad con fungicida quimico a base de tiabendazol
posterior a la germinacion, favorece el desarrollo de las plantulas, principalmente en
diametro. Los tratamientos T4 (7. erinaceum + F. oxysporum), T7 (F. oxysporum) y T3
(7. erinaceum), se comportaron de manera similar entre si. observandose también que
con la aplicacion de fungicida biolégico a base de 7' erinaceum también se beneficia a la
plantula en grosor de tallo. Estadisticamente. los tratamientos testigos tuvieron
comportamiento igual, mostrando los resultados mas bajos, de tal manera que esterilizar
0 no el sustrato, no beneficia en nada a la planta, pudiera deberse a que el sustrato es
comercial y se puede confiar en el grado de esterilidad que trae de origen. Por tanto. se
concluye que es recomendable aplicar tratamientos post-emergentes con control
bioldgico con 7. erinaceum y control quimico con tiabendazol para evitar reduccion en

el desarrollo de las plantas.

En la variable altura, el T7 (F. oxysporum) tuvo el mejor resultado. aunque su
comportamiento es similar en aquellos tratamientos en los que se empleo tiabendazol y
T. erinaceum, asi que en esta primera inoculacion, casi todos los tratamientos
funcionaron igual en esta variable. excepto en el T1 (Testigo con sustrato estéril) que
tuvo el resultado mas bajo y de la misma forma. dicha variable se favorecié en los

tratamientos en los que se empleo proteccion biologica y/0 quimica.
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Figura 15. Alturas promedio por tratamiento en P. michoacana (Inoculacion 1),
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Figura 16. Diametros promedio por tratamiento en P. michoacana (Inoculacién 1),

Inoculacion 2
Después de haberse realizado la segunda inoculacion a las plantulas, posterior a la

segunda inoculacion, se tomaron mediciones resultando una altura promedio de 7.97 cm,
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la diferencia con respecto a la primera inoculacién fue de 0.39 cm. El T3 (T, erinaceum)
fue el que tuvo mayor crecimiento en altura con 8.62 cm, de tal manera que con esta
aplicacion se vio favorecido en cuanto a altura promedio. asi también para el diametro.
cuyo promedio fue de 2.43 mm. la diferencia respecto a inoculacién 1 de este
tratamiento es de 0.52 mm. El promedio general de diametro fue de 2.28 mm. cuya
diferencia es de 0.31 mm. Los tratamientos testigo T1 (Testigo con sustrato estéril) y T2
(Testigo con sustrato no estéril) tuvieron los resultados mas bajos de altura promedio, en
cambio, los que recibieron algiin tratamiento de proteccion, ya sea bioldgico o quimico.
tuvieron alturas promedio mas altas. incluso aquellos que fueron inoculados con el

patogeno con y sin proteccion previa al patogeno (Figuras 17 y 18).

De acuerdo al analisis de varianza con GLM en P, michoacana. se rechazé también la
hipdtesis nula de que todos los tratamientos son iguales y se aceptd la hipotesis

alternativa de que al menos uno es diferente (Cuadro 9y 10).

Cuadro 9. Analisis de varianza para la variable diametro en P michoacana (Inoculacion 2),

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
F calculada Pr>F
Variacion libertad Cuadrados medios
Modelo 32 24.9579788 0.7799368 3.14 <0.0001
Error 528 131.2439349 0.2485681
Total 560 156.2019137

Cuadro 10. Analisis de varianza para la variable altura en P. michoacana (Inoculacion 2).

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
F calculada Pr>F
Variacion libertad Cuadrados medios
Modelo 32 176.508481 5.515890 2.94 <0.0001
Error 528 991,748418 1.878311
Total 560 1168.256898




Mediante una prueba de comparacion de medias y con la prueba de Tukey se determing
cual tratamiento. para las variables diametro y altura, es diferente a los demas. Existe un
efecto altamente significativo entre tratamientos sobre didmetro y altura. En cuanto a la
variable diametro, el T3 (7. erinaceum) se comportd mejor obteniendo la mayor media
de tal manera que fue el mejor como se esperaba, ademds de que no es
significativamente diferente con el T4 (7. erinaceum -+ F. oxysporum). Son
estadisticamente diferentes a los demas. 7. erinaceum beneficio el desarrollo en
diametro de las plantulas de esta especie. Los tratamientos que tuvieron comportamiento
semejante en tal variable fueron T2 (Testigo con sustrato no estéril). TS (Tiabendazol +
F. oxysporum) y T7 (F. oxysporum), de tal manera que son estadisticamente diferentes a
los anteriores. Quedd en los niveles mas bajos el tratamiento T1 (Testigo con sustrato

estéril) mostrando una vez mas que no se favorecié en nada con este procedimiento.

Respecto a la altura, el T3 (7. erinaceum) también tuvo la mayor media, por lo tanto,
también es estadisticamente diferente a los demas tratamientos. Los tratamientos T7 (£
oxysporum), T4 (T. erinaceum + F. oxysporum), T5 (Tiabendazol + F oxysporum) y T6
(Tiabendazol) manifestaron un comportamiento similar de tal manera que no se pudo
diferenciar entre aplicacion de fungicida biologico y fungicida quimico, es decir. no son
significativamente diferentes. Los tratamientos testigo T1 (Testigo con sustrato estéril) y
T2 (Testigo con sustrato no estéril) no mostraron diferencia. de tal forma que esterilizar

0 no el sustrato mostré la misma condicién.
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Figura 17. Alturas promedio por tratamiento en P. michoacana (Inoculacion 2).
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Figura 18. Diametros promedio por tratamiento en P. michoacana (Inoculacién 2).

Al concluir esta parte de la experimentacion, se realizé una comparacion visual de la
altura y didmetro de las plantulas de cada tratamiento, haciendo notar los beneficios que

aporta el control bioldgico con 7. erinaceum (Figura 19).
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Figura 19. Comparacion de alturas y diametros de P. michoacana. A: T3 (T, erinaceum) vs. T1
(Testigo con sustrato estéril). B: T3 (7. erinaceum). C: T3 (T, erinaceum) vs. T4 (T,
erinaceum + F. oxysporum). D: T3 (T erinaceum) vs. TS5 (Tiabendazol + F
oxysporum). E: T3 (T. erinaceum) vs. T6 (Tiabendazol). F: T3 (T, erinaceum) vs. T7
(F. oxysporum). Comparacion de diametros de P. michoacana. G, H: T3 (T.
erinaceum). 1: T4 (T. erinaceum + F. oxysporum). J: TS5 (Tiabendazol + F

oxysporum). K: T7 (F. oxysporum). L: T6 (Tiabendazol).
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4.8. Didmetro y altura para P. pseudostrobus

Inoculacion 1

Las variables didmetro y altura se analizaron mediante el procedimiento estadistico de
andlisis de varianza con PROC GLM en el programa SAS con una confiabilidad de 95% y

a = 0.05 después de cada inoculacion.

Posterior a la primera inoculacion, con los datos obtenidos, la altura promedio fue de 6.30
cm, el tratamiento T7 (F. oxysporum) tuvo el mayor promedio con 6.72 ¢cm. seguido del
tratamiento TS5 (Tiabendazol + F. oxysporum) que tuvo un promedio en diametro de 6.68
cm. Los promedios de altura mas bajos fueron para los tratamientos T3 (T erinaceum) y T4
(T erinaceum + F. oxysporum) con 5.84 y 5.59 ¢m respectivamente (Figura 20).

La variable didmetro tuvo mejor promedio en el tratamiento T5 (Tiabendazol + F
oxysporum) 1.86 mm, el tratamiento T7 (F oxysporum) también mostrd resultados
favorables con un didmetro promedio de 1.80 mm. En este caso. también los tratamientos
en los que se empled 7. erinaceum tuvieron promedios bajos de diametro. siendo
Unicamente mayores que el tratamiento T1 (T estigo con sustrato estéril). El promedio en
todos los tratamientos fue de 1.74 mm. el resto de los tratamientos quedan intermedios de
tal manera que tanto los que recibieron algiin tratamiento de proteccion. proteccion-
inoculacion con patégeno, sustrato estéril y sin esterilizar reaccionaron de la misma forma

sin notarse clara diferencia entre uno y otro (Figura 21).

Para el caso de diametro y altura en P. pseudostrobus v de acuerdo al analisis de varianza.
se rechaza la hipétesis nula de que todos los tratamientos son iguales y se acepta la

hip6tesis alternativa de que al menos uno es diferente (Cuadro 11 y 12).
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Cuadro 11. Analisis de varianza para la variable didmetro en P, pseudostrobus (Inoculacion 1),

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
F calculada Pr>F
Variacion libertad Cuadrados medios
Modelo 32 10.8995504 0.3406110 1.92 0.0020
Error 542 96.0508409 0.1772156
Total 574 106.9503913

Cuadro 12. Analisis de varianza para la variable altura en P. pseudostrobus (Inoculacion 1),

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
F calculada Pr>F
Variacion libertad Cuadrados medios
Modelo 32 155.856260 4.870508 2.61 <0.0001
Error 542 1011.8035061 1.866799
Total 574 1167.661322

A través de la prueba de Tukey se determiné que para la variable didmetro, cinco de los
siete tratamientos responden de forma similar. incluyéndose en estos, aquellos en los que se
empleo tiabendazol como control quimico T3 (Tiabendazol + F oxysporum) (mejor
tratamiento para esta variable). el tratamiento en que se utilizé F. oxysporum (T7) y el T3
(7. erinaceum) no son significativamente diferentes respecto al primero (T5 (Tiabendazol +
F. oxysporum)), pero si son estadisticamente diferentes al T4 (T erinaceum + F
oxysporum) y T1 (Testigo con sustrato estéril) con valores mas bajos y por tanto, menos

recomendables.

Asi, se concluye que es recomendable aplicar tratamientos post-emergentes con control
bioldgico como 7. erinaceum y control quimico con tiabendazol para evitar reduccion en el

desarrollo de las plantas.

En la variable altura. el TS (Tiabendazol + F. oxysporum) tuvo respuesta favorable. siendo
el tratamiento que tuvo el mejor resultado. dicho tratamiento no tuvo comportamiento

significativo respecto al T7 (F. oxysporum) y al T2 (Testigo con sustrato no estéril). Los

AR TR
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tratamientos T3 (7. erinaceum) y T4 (T erinaceum + F. oxysporum) en los que se utilizé el

hongo antagonista no tienen diferencia significativa y son lo que menos media mostraron,

de tal manera que son los menos recomendables (con solo una inoculacién) si lo que se

busca es favorecer la altura.
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Figura 20. Alturas promedio por tratamiento en P. pseudostrobus (Inoculacion 1),
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Figura 21. Didgmetros promedio por tratamiento en 2. pseudostrobus (Inoculacién 1),

BIBLISTECA DIVISION DE CIENCIAS FORESTALE:

79



Inoculacion 2

Las variables didmetro y altura se analizaron también mediante andlisis de varianza en el
programa SAS con una confiabilidad de 95% y o= 0.05 después de cada inoculacion.

Posterior a la segunda inoculacién y a su vez, la segunda medicion. se tiene que la altura
promedio fue de 7.85 ¢cm, mostrando una diferencia respecto a la primera de 1.55 cm. El
tratamiento que mayor altura promedio tuvo fue el T4 (7. erinaceum + F OXysporum). con
8.01 cm. El segundo fue el T3 (7. erinaceum) con 7.96 cm. Los dos tratamientos en los que
se empleo el fungicida quimico quedaron intermedios. mostrando un buen resultado aunque
claramente se observa que el fungicida biologico favorecié el desarrollo en diametro y
altura de las plantulas con respecto a la primera inoculacién. El tratamiento con
esterilizacion de sustrato T1 (Testigo con sustrato estéril) tuvo el promedio de altura mas
bajo, esto pudo deberse a que la cantidad de repeticiones utilizadas fue de 3 y no de 5 como

en el resto de los tratamientos, por tanto, la cantidad de plantas fue menor (Figura 22).

La variable didmetro tuvo mejor promedio en el tratamiento T4 (7. erinaceum + F
oxysporun) con 2.18 mm, el tratamiento T3 (7. erinaceum) también mostré resultados
favorables con un diametro promedio de 1.91 mm. El promedio en todos los tratamientos
fue de 1.85 mm. Los demads tratamientos manifestaron comportamientos similares, por
tanto, la utilizacion de fungicida quimico y esterilizacién de sustrato es indistinto para
obtener resultados diferentes considerablemente. Los tratamientos T7 (F. oxysporum) y T1
(Testigo con sustrato estéril) son los que tuvieron didmetros promedio mas bajos. con 1.82

y 1.45 mm respectivamente (Figura 23).
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Para el caso de diametro y altura en P. pseudostrobus y de acuerdo al analisis de varianza.
se rechaza la hipétesis nula de que todos los tratamientos son iguales y se acepta la

hipétesis alternativa de que al menos uno es diferente (Cuadro 13 y 14).

Cuadro 13. Analisis de varianza para la variable diametro en P, pseudostrobus (Inoculacion 2).

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
F calculada Pr>F
Variacion libertad Cuadrados medios
Modelo 32 27.3721659 0.8553802 435 <0.0001
Error 427 83.8853078 0.1964527
Total 459 111.2574737

Cuadro 14. Andlisis de varianza para la variable altura en P. pseudostrobus (Inoculacion 2).

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
F calculada Pr>F
Variacion libertad Cuadrados medios
Modelo 32 149.976433 4.686764 1.82 0.0048
Error 427 1099.111393 2.574031
Total 439 1249.087826

A través de la prueba de Tukey se determiné que para la variable diametro, el tratamiento
que resulté mejor es el T4 (7. erinaceum + F. oxysporum). cinco de los siete tratamientos
respondieron de forma similar. de tal manera que no hay diferencia significativa entre éstos.
pero si hay diferencia estadistica respecto al T4 (T, erinaceum + F oxysporum), excepto en
el tratamiento T1 (Testigo con sustrato estéril) que de acuerdo a los resultados obtenidos. es
estadisticamente diferente a todos los anteriores Yy @ su vez, el menos recomendable por lo
resultados bajos que mostré. Por tanto. se concluye que es recomendable aplicar
tratamientos post-emergentes con control biologico como 7. erinaceum y control quimico

con tiabendazol para evitar reduccion en el desarrollo de las plantas.

En la variable altura, cinco de los siete tratamientos no son significativamente diferentes: el

tratamiento que resulto mejor fue también el T4 (T erinaceum + F oxysporum), seguido
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del T3 (T. erinaceum), después T2 (Testigo con sustrato no estéril), T5 (Tiabendazol + F

oxysporum) y T6 (Tiabendazol). Los tratamientos T7 (F. oxysporum) y T1 (Testigo con

sustrato estéril) no son significativamente diferentes entre si pero si estadisticamente

diferentes con el grupo anterior.
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Figura 22. Alturas promedio por tratamiento en P. pseudostrobus (Inoculacion 2).
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Figura 23. Didametros promedio por tratamiento en P. pseudostrobus (Inoculacion 2),
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De la misma forma, al concluir esta parte de la experimentacién, se realizd una
comparacion visual de la altura y diametro de las plantulas de cada tratamiento. haciendo

notar los beneficios que aporta el control bioldgico con 7. erinaceum (Figura 24).

Es importante comentar que la medicion a las plantulas en didmetro y altura se hizo 15 dias
después de cada inoculacion. A esto se atribuye que la diferencia de dichas variables entre
una inoculacion y la siguiente sea baja ya que aun el organismo antagonista no surtia el

efecto total.

Otro punto de importancia es que en la segunda y tltima inoculacion, los diametros y
alturas se elevaron en los tratamientos en los que se empled 7. erinaceum a diferencia de
los obtenidos en la primera quedando éstos mas abajo del tratamiento en que se aplico el
hongo patogeno, aln cuando la toma de datos se hizo 15 dias después de la aplicacion. Se
denota que esa mejoria se debié a la aplicacion del hongo antagonista y a que ya se

manifesto el efecto de la primera inoculacion.



Figura 24. Comparacion de alturas y didmetros de P. pseudostrobus. A: T3 (7. erinaceum) vs. T1 (Testigo con

sustrato esteril). B: T3 (7. erinaceum) vs. T2 (Testigo con sustrato no estéril). C: T3 (T. erinaceum)
vs. T4 (T. erinaceum + F. oxysporum). D: T3 (T, erinaceum) vs. TS5 (Tiabendazol). E: T3 (T
erinaceum) vs. T6 (Tiabendazol + F. oxysporum). F: T3 (T. erinaceum) vs. T7 (F. oxysporum).
Comparacién de diametros de P. pseudostrobus. G: T3 (T. erinaceum) vs. T1 (Testigo con sustrato
estéril). H: T3 (7. erinaceum) vs. T2 (Testigo con sustrato no estéril). I: T3 (7. erinaceum) vs. T4
(7. erinaceum + F. oxysporum). J: T3 (T. erinaceum) vs. TS (Tiabendazol). K: T3 (7. erinaceum)
vs. T6 (Tiabendazol + F. oxysporum). L: T3 (T. erinaceum) vs. T7 (F. oxysporum).
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4.9. Materia seca de raiz de Pinus michoacana y Pinus pseudostrobus

Con los datos obtenidos de peso inicial y peso final de 248 raices de P. michoacana y 202
raices de P. pseudostrobus se obtuvo el porcentaje de materia seca por tratamiento de cada
especie. La especie P pseudostrobus tuvo un porceniaje general de 67.2%, ligeramente

mayor a P. michoacana con 66.3% (Figura 27 y 28).

Para el caso de P. michoacana el T3 (7. erinaceum) tuvo el porcentaje medio mas alto con
70.1%. seguido del T4 (7. erinaceum + F. oxysporiim) con porcentaje promedio de materia
seca de 70%. mostrando resultados esperados con los tratamientos aplicados. Ei Ti
(Testigo con sustrato estéril) tuvo el porcentaje mas bajo con 60.2%. de tal manera que
esterilizar el sustrato no le favorecio ya que el T2 (Testigo con sustrato no estéril) estuvo
entre los promedios mas alios, Los tratamientos bajo control quimico tuvieron porcentajes

parecidos ubicados en la parte media de los tratamientos evaluados (Figura 23).

La figura 26 muestra el porcentaje de materia seca entre tratamientos de P. pseudostrobiis.
El comportamiento es muy similar entre éstos. el mavor porcentaje se obtuvo en el T4 (T.
erinaceum + F. oxysporum) con 75.9% v el menor en TS (Tiabendazol + F. OXVSporum) v
T6 (Tiabendazoly con 62.6% pera cada uno. A diferencis de la otra especie, el T1 (Testigo
con sustrato estéril) tuvo valor alto con 69.2%. de tal forma que aqui si hubo beneficios con

la esterifizacion del sustrato.
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Figura 26. Porcentaje de materia seca en P. pseudostrobus.
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Con los datos individuales de peso seco (materia seca) de cada raiz en gramos (g) por
especie, se realizo el andlisis estadistico, con una confiabilidad de 95% y un « = 0.05. Para
ello, se planteé la hipétesis nula de que todos los tratamientos son iguales contra la

hipétesis alternativa de que al menos uno es diferente.

De acuerdo al analisis de varianza en P. michoacana. se rechaza la hipotesis nula y se

acepta la hipotesis alternativa (Cuadro 15).

Cuadro 15. Analisis de varianza para la variable materia seca en P. michoacana.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
F calculada Pr>F
Variacion libertad Cuadrados medios
Modelo 38 1.16390081 0.03062897 3.90 <0001
Error 209 1.64059967 0.00784976
Total 247 2.8045 0048

Mediante una comparacion de medias con la prueba Tukey se determiné la diferencia entre
tratamientos. El T3 (7. erinaceum) es el que mayor peso promedio (0.38 g) y por lo tanto.
proporcioné robustez y densidad de raices. de tal manera que es el tratamiento mas
recomendable ya que estadisticamente resulté ser el mejor, también el T4 (7" erinaceum +
F. oxysporum) arrojo resultados favorables (0.36 g). indicando que atn con la aplicacion
del patégeno no se vio afectado su desarrollo pues previamente se habia inoculado con el

antagonista (7. erinaceum).

Ambos tratamientos no son significativamente diferentes entre si. sin embargo. muestran
diferencia estadistica con el resto de los tratamientos. Los tratamientos T6 (Tiabendazol).

T2 (Testigo con sustrato no estéril), T3 (Tiabendazol + F. oxysporum) y T7 (F. oxysporum)
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no resultaron significativamente diferentes entre si. de tal manera que es indistinto aplicar
uno u otro. En este estudio, no resulté favorable la esterilizacion del sustrato antes de la
siembra. ya que en este caso el tratamiento (T1 (Testigo con sustrato estéril) tuvo el

resultado mas bajo (0.18 g), por tanto, es menos recomendable.

Al realizar el andlisis de varianza de la variable materia seca de P. pseudostrobus, se
rechaza también la hipotesis nula de que todos los tratamientos son iguales y se acepta la

alternativa que indica que al menos uno es diferente (Cuadro16).

Cuadro 16. Analisis de varianza para la variable materia seca en P, pseudostrobus.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
F calculada Pr>F
Variacion libertad Cuadrados medios
Modelo 48 046860965 0.00976270 2.55 <.0001
Error 153 0.38465075 0.00382125
Total 201 1.05326040

Con la comparacion de medias mediante la prueba Tukey, se obtiene que el tratamiento que
mejor beneficié en cuanto a cantidad de materia seca en esta especie fue el T3 (7.
erinaceum) con 0.25 g en promedio. asi podemos confirmar que la inoculacion con 7.
erinaceum favorece el desarrollo de raices en las plantulas. El tratamiento que le sigue fue
el T4 (T. erinaceum + F. oxysporum) con 0.23 g. se vio reducido el efecto de 7. erinaceum
ya que se inoculd también el hongo patdgeno. Estos dos tratamientos no tienen diferencia
significativa entre si, pero si con el resto de los otros. El T1 (Testigo con sustrato estéril)

mostro el resultado mas bajo en esta prueba (0.15 2).
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Al concluir la investigacion y de acuerdo a las hipotesis iniciales planteadas, se acepta la
hipotesis nula (Hg;) de que tanto el control biologico (7. erinaceum) como el control
quimico (tiabendazol) reducen el ataque de agentes causales de enfermedad como a F
oxysporum haciendo como minimo dos aplicaciones posteriores a la germinacion de hongos
antagonistas durante la produccion de planta en vivero de Pinus michoacana y Pinus

pseudostrobus.

Ambas especies son susceptibles al ataque de dicho patogeno. aunque resultdo mas sensible
Pinus pseudostrobus tanto en nimero de plantulas vivas, asi como tener el menor promedio
total en el diametro y altura de la plantula y la materia seca en la raiz. 7. erinaceum inhibe
el crecimiento y/o evita la presencia de hongos del suelo causantes de pudricion en la raiz
ademas de que favorece el desarrollo de la misma en cantidad y por lo tanto, en peso de

materia seca que se refleja en mejor crecimiento de la planta.

89



Figura 27. Comparacion entre tratamientos de Pinus michoacana para materia seca. A: T3
(7. erinaceum) vs. T1 (Testigo con sustrato estéril). B: T3 (T erinaceum) vs. T2
(Testigo con sustrato no estéril). C: T3 (7. erinaceum) vs. T4 (T. erinaceum + F.
oxysporum). D: T3 (T. erinaceum) vs. TS5 (Tiabendazol + F. oxysporum). E: T3
(T. erinaceum) vs. T6 (Tiabendazol). F: T3 (7. erinaceum) vs. T7 (F. oxysporum).

G: Comparacion de cantidad de follaje y raiz en los siete tratamientos.
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Figura 28. Comparacion entre tratamientos de Pinus pseudostrobus para materia seca. A: T3
(7. erinaceum) vs. T1 (Testigo con sustrato estéril). B: T3 (7. erinaceum) vs. T2
(Testigo con sustrato no estéril). C: T3 (T, erinaceum) vs. T4 (T. erinaceum + F.

oxysporum). D: T3 (T. erinaceum) vs. TS (Tiabendazol + F. oxysporum). E: T3

(T erinaceum) vs. T6 (Tiabendazol). F: T3 (T. erinaceum) vs. T7 (F. oxysporum).

G: Comparacion de cantidad de follaje y raiz en los siete tratamientos.
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5. CONCLUSIONES

Trichoderma erinaceum es un excelente antagonista que tiene la capacidad de inhibir el
crecimiento asi como de micoparasitar a Fusarium oxysporum, Fusarium sp.,

Phytophthora sp. y Cylindrocladium sp.

En el bioensayo 7. erinaceum resulté ser un excelente hongo antagonista de F.
oxysporum, Phytophthora sp., Cylindrocladium sp. ¥ Fusarium sp. logrando inhibir casi
al 100% el crecimiento de la colonia de los patdgenos a través de mecanismos de accién

como micoparasitismo.

Irichoderma erinaceum presentd una alta capacidad de competencia por el sustrato.
como consecuencia de ello, el organismo afectado (Fusarium oxysporum) tiende a
iniciar un estado de latencia que podria ser por deficiencia de nutrientes o la presencia de

cierto nivel de sustancias inhibitorias propias del biofungicida.

Durante la produccion en vivero se esta sujeto al ataque de plagas y enfermedades que

reducen en gran porcentaje la cantidad y calidad de las plantas, lo cual se traduce en

pérdidas e inversiones sin éxito.
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De tal manera que tanto el control quimico como el control bioldgico de las mismas,
ofrecen una alternativa de mejorar las condiciones y a su vez, elevar la produccion con

calidad y cantidad.

Al evaluar ambos tipos de control en este experimento. se pudo constatar que las plantas
se ven favorecidas con dichas practicas, teniéndose mejores resultados en los
tratamientos en los que se empleo 7. erinaceum (fungicida biologico) sin dejar de lado lo
que ayudo el Tiabendazol (fungicida quimico) atn cuando genera mayor impacto
ambiental y solamente contrarresta el ataque de patdgenos, a diferencia del antagonista
que ademas de eso, se incrementa el crecimiento y desarrollo de las plantas y la cantidad

de raiz al evitar el ataque de hongos del suelo.

Las especies Pinus michoacana y Pinus pseudostrobus son susceptibles al ataque de
Fusarium oxysporum durante la fase de produccion en vivero, siendo ésta la que
presenta mayor afectacién y merma en el porcentaje de germinacion, asi como desarrollo
de las plantulas. El hongo antagonista Trichoderma erinaceum mostré ser control
biologico efectivo del patogeno con tratamientos a la semilla como proteccion e

inoculaciones posteriores a la germinacion con inyecciones dirigidas al sustrato.

A pesar de que el biocontrolador 7. erinaceum no logré completamente la efectividad en
el control de la enfermedad causada por F oxysporum en las plantas que fueron
inoculadas con este patdgeno y comparable a lo obtenido con el fungicida quimico

tiabendazol. se observa que existe mayor crecimiento en masa de raices en los
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tratamientos en los que se incorpord el antagonista, de tal manera que actia como

promotor de crecimiento.

El antagonista, ademés de controlar al fitopatégeno produjo un efecto positivo en el
desarrollo radical, asi como el aumento de la cantidad de follaje de la parte aérea de las

plantas.

Trichoderma erinaceum demostré que puede utilizarse en el control de Fusarium
oxysporum durante la produccion de planta en vivero de P. michoacana y P
pseudostrobus como tratamiento preventivo al momento de la siembra con inoculacién a
la semilla y funcioné mucho mejor con aplicaciones posteriores a la emergencia de la
plantula, controlando factores como viabilidad y calidad del germoplasma, método y

¢poca de siembra, riego, sustratos, temperatura, etc.

Dos aplicaciones post-emergencia de hongos antagonistas (7richoderma erinaceum)
favorecieron y garantizaron éxito en el desarrollo y crecimiento de las plantulas, asi
como la merma en la cantidad de inéculo de organismos patdgenos (Fusarium

OXYSpOrum).
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6. RECOMENDACIONES

De los resultados de esta investigacion. se desprenden las siguientes recomendaciones:

v Durante la produccion de planta en vivero, se deben hacer monitoreos a diario ya
que la presencia de un foco de ataque se propaga rapidamente si no se le controla

a tiempo.

v' Para obtener mejores resultados de control de enfermedades durante la
produccion de planta en vivero se recomienda inocular las semillas previamente
a la siembra con la mezcla de las cepas de Trichoderma erinaceum o algin

producto comercial antagonista.

v Realizar la siembra en épocas adecuadas para evitar disminucién en porcentaje
de germinacion o muerte de pléntulas recién emergidas por la presencia de
heladas o en condiciones que favorezcan el desarrollo de hongos causantes de

enfermedades por el alto porcentaje de humedad relativa.

v" Realizar minimo dos aplicaciones (inyeccion al sustrato por cavidad) de 7
erinaceum posteriores a la germinacion para disminuir a través de sus
mecanismos de accion como micoparasitismo el inéculo de hongos patogenos

como F. oxysporum.
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v" El uso de fungicidas quimico como Tiabendazol es efectivo en el control de
hongos causantes de enfermedad, pero se tiene por otro lado, el dafio al ambiente
y ademas, solo es un controlador del patogeno. sin aportar beneficios a la planta
como lo hace el control biologico que favorece el desarrollo radical e incremento

en altura.

v" Tomar las mediciones de diametros y alturas minimo al mes de haber realizado la
inoculacion para dar al hongo antagonista el tiempo suficiente de manifestarse y
gjercer los mecanismos de accidén necesarios para evitar la presencia de

patogenos.

v" Realizar estudios sobre el impacto de la aplicacion de Trichoderma v la

micorrizacion.
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8. ANEXOS



ANEXO 1. Material

Cajas petri de 9 cm de didmetro
Portaobjetos y cubreobjetos

Agujas de diseccion

Vaso de precipitado

Matraz erlenmeyer de 1 litro de
capacidad

Pipetas graduadas de 10 mililitros
Papel parafilm para sellar cajas
petri

Algodon y gasa para tapon de
matraz

Papel aluminio para cubrir cajas.
Medio de
BIOXON (papa-dextrosa-agar)
Medio de cultivo V8 (jugo de 8

cultivo  comercial

verduras)

Medio de cultivo Czapeck

Hojas de clavel

Agar bacterioldgico

Camara de Neubauer de 0.0025
mm’

Microscopio compuesto

Agua destilada y estéril

Alcohol

Camara fotografica
Licuadora para mezclar los
inoculos

Olla express para esterilizacion

Balanza analitica

Cera

Charolas de plastico color negro de
40 cavidades de 35 cm de largo *
22 c¢m de ancho y un diametro de
cada cavidad de 4 cm en la parte
superior y 2 ¢cm de didmetro en la

parte inferior con capacidad de 93

-
3

cm’
Hipoclorito de sodio

Cepillos para lavar charolas
Fungicida a base de Tiabendazol
(Tecto 60)

Recipientes de 1 y 2 litros de
capacidad

Aspersores

Sustrato (Peat moss. agrolita y

vermiculita)

Fertilizante de liberacion
prolongada (osmocote)

Jeringas estériles de 25 ml
Desinfectante  (Hipoclorito  de
sodio)

Guantes

Bandejas de 1 y 4 litros.

Olla

Recipientes de 2 litros de capacidad

Glicerina



ANEXO 2. Medios de cultivo

Cultivo PDA (Papa-Dextrosa-Agar BIOXON)

PDA Bioxon 15.00 g.
Agua destilada 500.00 ml
Matraz erlenmeyer 1.00
Gasa

Papel aluminio

Algodon

Procedimiento.

Se coloca el PDA en el matraz erlenmeyer, agregando un poco de agua destilada y
revolver hasta que se mezcle un poco, enseguida se afora hasta 500 ml. se coloca un
tapon de algodon con gasa y se cubre con papel aluminio. Se sella y se esteriliza en la
olla express a 120°C o 15 Ib/in” durante 15 minutos. Después que ha enfriado un poco se
vacia en cajas petri estériles bajo la campana de flujo laminar y se deja reposar hasta que

solidifique para poder utilizarlo en las siembras de raiz o tranferencias.



Cultivo Czapeck para esporulaciéon de Fusarium oxysporum (Garcia. 1990).

Agar 7.50 g.
Nitrato de sodio 1.00 g.
Fosfato de potasio 0.50 g.
Sulfato ferroso 0.25 g.
Cloruro de potasio 0.25 g.
Sulfato de magnesio 5.00 g.
Sucrosa 15.00 g.
Agua destilada 500.00 ml
Estreptomicina 1.00 g.
Hojas de clavel Varias
Matraz erlenmeyer 1.00
Vaso precipitado 250 ml 1.00
Pinzas de diseccién Varias

Procedimiento.

Se pone a calentar el agua destilada y se van disolviendo los productos unos por uno,
excepto la estreptomicina. Una vez disueltos, se somete a esterilizacion por 15 minutos a
120°C o 15 Ib/in’. Antes de vaciar en cajas petri. se le agrega la estreptomicina (bajo la
campana de flujo laminar para garantizar ambiente aséptico).las hojas de clavel se
cortan en pedazos de 1.0 6 1.5 cm de longitud. se lavan y se colocan en un vaso de
precipitado de 250 ml con agua destilada. se sella y se esterilizan en la olla express
durante 15 minutos a 120°C o 15 Ib/in’. El medio de cultivo. se vacia en cajas petri
estériles de 9 cm de diametro. Antes de que solidifique, se procede al sembrado de las
hojas de clavel. para lo cual se requiere de unas pinzas de diseccion. se colocan de 5 a 7
pedacitos de hojas por caja, colocando a su vez un disco de 1 em de didmetro
aproximadamente en el centro de la caja, se sella perfectamente y se hacen

observaciones diarias hasta que la colonia crezca ¥ presente estructuras de reproduccion.
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Cultivo V8

Jugo de 8 verduras 150.00 ml
Agar bacteriologico BIOXON  15.00 g
Agua destilada 500.00 ml

Centrifuga de 3000 rpm
Matraz erlenmeyer
Gasa

Papel aluminio

Algodon

Procedimiento.

Se mezcla lo mejor posible el jugo de verduras con el agar, enseguida se vacia en 4
frasquitos de los que tiene la maquina centrifuga de manera proporcional, los cuales
deben estar perfectamente cerrados y de manera equidistante se colocan en la maquina.
la cual se cierra muy bien y se programa a 3000 rpm durante 5 minutos. Después que ha
detenido el proceso completamente. se abre y se sacan los frasquitos. Se vacia el
contenido en un matraz erlenmeyer excepto los sélidos que han quedado asentados en la
base del frasquito. Se afora a 500 ml con agua destilada y se cierra con un tapon de
algodon y gasa y se cubre con papel aluminio. Se sella y se esteriliza en la olla express a
120°C o 15 Ib/in” durante 15 minutos. Después que ha enfriado un poco se vacia en cajas
petri estériles bajo la campana de flujo laminar y se deja reposar hasta que solidifique

para poder utilizarlo.
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ANEXO 4. Postulados de Koch

En caso de que sea probable un patogeno causante de la enfermedad. pero no se cuente
con registros anteriores que apoyen esta suposicion, tendran que aplicarse los siguientes
puntos para comprobar la hipétesis de que el patdgeno es la causa de la enfermedad

(Garcia, 1990).

1) El patogeno debe encontrarse asociado con la enfermedad en todas las plantas
enfermas que se examinen.

2) El patégeno debe aislarse v desarrollarse en un cultivo puro en medios nutritivos
y se deben escribir sus caracteristicas (parasito no obligado), o bien. debe
permitirse que se desarrolle sobre una planta hospedante susceptible (parasito
obligado) y registrar su presencia y los efectos que produzca.

3) EI patégeno que se desarrolle en un cultivo puro debe ser inoculado en plantas
sanas de la misma variedad o especie en que aparecio la enfermedad y debe
producir la misma enfermedad en las plantas inoculadas.

4) El patégeno debe aislarse una vez mas en un cultivo puro y sus caracteristicas

deben corresponder a las anotadas en el segundo punto.

Una vez que estos puntos mencionados se cumplan, se tendrd la certeza de que el

patogeno aislado es la causa de la enfermedad.
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ANEXO 5. Peso seco de las raices de los pinos

Pinus michoacana

Pinus pseudostrobus

No. PLANTA TRATAMIENTO PESO SECO (g) No. PLANTA TRATAMIENTO PESO SECO (g) .

1 T1-Test.Estéril 0.262 ] T1-Test.Estéril 0.048

2 T1-Test.Estéril 0.283 2 T1-Test.Estéril 0.132

3 T1-Test.Estéril 0.111 3 T1-Test.Estéril 0.147

4 T1-Test.Estéril 0.201 4 T1-Test.Estéril 0.140

5 T1-Test.Estéril 0.163 5 T1-Test.Estéril 0.128

6 T1-Test.Estéril 0.147 6 T1-Test.Estéril 0.107

7 T1-Test.Estéril 0.115 7 T1-Test.Estéril 0.052

8 T1-Test.Estéril 0.185 8 T1-Test.Estéril 0.098

9 T1-Test.Estéril 0.137 9 T1-Test.Estéril 0.084
10 T1-Test.Estéril 0:127 10 T1-Test.Estéril 0.204
11 T1-Test.Estéril 0.247 11 T1-Test.Estéril 0.132
12 T1-Test.Estéril 0.257 12 T1-Test.Estéril 0.171
13 T1-Test.Estéril 0.170 13 T1-Test.Estéril 0.161
14 T1-Test.Estéril 0.138 14 T1-Test.Estéril 0.153
15 T1-Test.Estéril 0.277 15 T1-Test.Estéril 0.124
16 T1-Test.Estéril 0.174 16 T1-Test.Estéril 0.201
17 T1-Test.Estéril 0.157 17 T1-Test.Estéril 0.134
18 T1-Test.Estéril 0.178 18 T1-Test.Estéril 0.131
19 T1-Test.Estéril 0.163 19 T1-Test.Estéril 0.105
20 T1-Test.Estéril 0.236 20 T1-Test.Estéril 0.173
21 T1-Test.Estéril 0.197 21 T1-Test.Estéril 0.178
22 T1-Test.Estéril 0.156 22 T1-Test.Estéril 0.137
23 T1-Test.Estéril 0.143 23 T1-Test.Estéril 0.111
24 T1-Test.Estéril 0.221 24 T1-Test.Estéril 0.200
25 T2-Test.NoEstéril 0.294 25 T1-Test.Estéril 0.178
26 T2-Test.NoEstéril 0.306 26 T1-Test.Estéril 0.153
27 T2-Test.NoEstéril 0.296 27 T1-Test.Estéril 0.139
28 T2-Test.NoEstéril 0.192 28 T1-Test.Estéril 0.223
29 T2-Test.NoEstéril 0.355 29 T1-Test.Estéril 0.304
30 T2-Test.NoEstéril 0.375 30 T1-Test.Estéril 0.124
31 T2-Test.NoEstéril 0:258 31 T1-Test.Estéril 0.103
32 T2-Test.NoEstéril 0.127 32 T1-Test.Estéril 0.175
33 T2-Test.NoEstéril 0.231 33 T1-Test.Estéril 0.266
34 T2-Test. NoEstéril 01318 34 T2-Test.NoEstéril 0.159
35 T2-Test.NoEstéril 0.163 35 T2-Test.NoEstéril 0.072
36 T2-Test.NoEstéril 0.296 36 T2-Test.NoEstéril 0.131
37 T2-Test.NoEstéril 0.364 37 T2-Test.NoEstéril 0.147
38 T2-Test.NoEstéril 0.180 38 T2-Test.NoEstéril 0.186
39 T2-Test.NoEstéril 0.453 39 T2-Test.NoEstéril 0.170
40 T2-Test.NoEstéril 0.344 40 T2-Test.NoEstéril 0.116
41 T2-Test.NoEstéril 0.384 41 T2-Test.NoEstéril 0.173
42 T2-Test.NoEstéril 0.208 42 T2-Test.NoEstéril 0.185
43 T2-Test.NoFEstéril 0.340 43 T2-Test.NoEstéril 0.230
44 T2-Test.NoEstéril 0.245 44 T2-Test. NoEstéril 0.194
45 T2-Test.NoEstéril 0.223 45 T2-Test.NoEstéril 0.182
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Pinus michoacana Pinus pseudostrobus

No. PLANTA TRATAMIENTO PESO SECO (g) No. PLANTA TRATAMIENTO PESO SECO (g)
46 T2-Test.NoEstéril 0.213 46 T2-Test.NoEstéril 0.233
47 T2-Test.NoEstéril 0.295 47 T2-Test.NoEstéril 0.188
48 T2-Test.NoEstéril 0.231 48 T2-Test.NoEstéril 0.126
49 T2-Test.NoEstéril 0.369 49 T2-Test.NoEstéril 0.247
50 T2-Test.NoEstéril 0.261 30 T2-Test.NoEstéril 0.185
51 TE‘FS‘-EOES‘?"!: o 51 T2-Test.NoEstéril 0.089
o2 E'TE“'NOES‘?“] o 52 T2-Test.NoEstéril 0219
> ,}'Tcs_t‘NoESt‘?rfi iy 53 T2-Test.NoEstéril 0.175
;‘; T;'T“f“N"’Es“frfl e 54  T2-Test.NoEstéril 0.306
. %’T“"NOES“:”TI i 55 T2-Test.NoEstéril 0.181

J et onster 2 56 T2-Test.NoEstéril 0.152
57 T2-Test.NoEstéril 0.210 57 5 2N 133
58 T2-Test NoEstéril 0.283 5 T2-Test.NoEstéril 0.133
'.9 TE T bN Estéril 0':4] 38 T2-Test.NoEstéril 0.244
Z ; T,)'T‘:S"N"E'S o s 59 T2-Test.NoEstéril 0.190
b T;'TeS"NOES‘?TfI A 60  T2-Test.NoEstéril 0.158
: TE'TCSE'&OES“?EI g 61 T2-Test.NoEstéril 0.208
62 Clesthobsten o 62  T2-Test.NoEstéril 0.192
63 T3-T. erinaceum 0.469 s
) 63 T2-Test.NoEstéril 0.196
64 T3-T. erinaceum 0.577 ook .
65 TT srivas 0318 64 T2-Test.NoEstéril 0.153
) el - 65  T2-Test.NoEstéril 0.104
66 T3-T. erinaceum 0.341 " ;
: ° - 66 T3-T. erinaceum 0.191
67 I'3-T. erinaceum 0.434 i .
) e 67 T3-T. erinaceum 0.227
68 T3-T. erinaceum 0.565 . . 5
, 68 T3-T. erinaceum 0.320
69 T3-T. erinaceum 0.289 N ) .
) 69 T3-T. erinaceum 0.394
70 T3-T. erinaceum 0.271 = ,
: - 70 T3-T. erinaceum 0.146
71 T3-T. erinaceum 0.542 ﬂ . .
: N 71 T3-T. erinaceum 0.304
72 T3-T. erinaceum 0.363 N :
. : 72 T3-T. erinaceum 0.225
73 T3-T. erinaceum 0.347 - = i
: 73 T3-T. erinaceum 0.270
74 T3-T. erinaceum 0.292 I
4 A . 74 T3-7. erinaceum 0.216
75 T3-T. erinaceum 0.328 . )
: N 75 T3-T. erinaceum 0.240
76 T3-T. erinaceum 0.377 N :
3 i 76 T3-T. erinaceum 0.171
77 T3-T. erinaceum 0.534 . . i
) 77 T3-T. erinaceum 0.239
78 T3-T. erinaceum 0.274 . .
) . 78 T3-T. erinaceum 0.219
79 T3-T. erinaceum 0.373 . ;
. = 79 T3-T. erinaceum 0.296
80 T3-T. erinaceum 0.344 .
= ; I 80 T3-T. erinaceum 0.210
81 T3-T. erinaceum 0.303 . ) >
) 81 T3-T. erinaceum 0.253
82 T3-T. erinaceum 0.472 o f
; 82 T3-T. erinaceum 0.248
83 T3-T. erinaceum 0.246 - S .
o : . 83 T3-T. erinaceum 0.262
84 T3-T. erinaceum 0.389 . } =
_ . - 84 T3-T. erinaceum 0.463
85 T3-T. erinaceum 0.338 .
. ) S 85 T3-T. erinaceum 0.274
86 T3-T. erinaceum 0.453 = :
87 T3-T eringe 0.32] 86 T3-T. erinaceum 0.206
'j- i cr.'.nacezm: 0")16 87 T3-T. erinaceum 0.151
58 Tf-r en.nacenm ’iloﬁ 88 T3-T. erinaceum 0.252
4 Tf-?f er{m.zcez;m 0"’9" 89 T3-T. erinaceum 0.329
90 T3-T. er{nacgzrnr 0'49(3 90 T3-T. erinaceum 0.274
9l Tf'T' crnacenm O‘f Y 91 T3-T. erinaceum 0.203
93 }é"; - {}?a?eum gj;? 92 T3-T. erinaceum 0.209
= i i ETURAEEUT 0',) N 93 T3-T. erinaceum 0.164
% 3-T. erinaceum 215 94 T3-T. erinaceum 0.205
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Pinus michoacana Pinus pseudostrobus
No. PLANTA TRATAMIENTO PESO SECO (g) No. PLANTA TRATAMIENTO PESO SECO (g)
95 T3-T. erinaceum 0.477 95 T3-T.erinaceum 0.228
96 T3-T. erinaceum 0.319 96 T3-T erinaceum 0.307
97 T3-T. erinaceum 0.127 97 T3-T erinaceum 0.209
98 T3-T. erinaceum 0.537 98 T3-T erinaceum 0.250
99 T3-T. erinaceum 0.450 99 T4-T.erin + F.oxys 0.381
100 T3-T. erinaceum 0.359 100 T4-T.erin + F.oxys 0.104
101 T3-T. erinaceum 0.467 101 T4-T.erin + F.oxys 0.173
102 T3-T. erinaceum 0.311 102 T4-T.erin + F.oxys 0.223
103 T3-T. erinaceum 0.331 103 T4-T.erin + F.oxys 0.111
104 T3-T. erinaceum 0.298 104 T4-Terin+ F.oxys 0.158
105 T3-T. erinaceum 0.491 105 T4-T.erin + F.oxys 0.273
106 T3-T. erinaceum 0.264 106 T4-T.erin + F.oxys 0.110
107 T3-T. erinaceum 0.248 107 T4-T.erin + F.oxys 0.250
108 T3-T. erinaceum 0.404 108 T4-T.erin + F.oxys 0.256
109 T3-T. erinaceum 0.462 109 T4-T.erin+ F.oxys 0.260
110 T3-T. erinaceum 0.374 110 T4-Terin + F.oxys 0.238
111 T4-T.erin+ F.oxys 0.406 111 T4-T.erin + F.oxys 0.174
112 T4-T.erin + F.oxys 0.397 112 T4-T.erin + F.oxys 0.244
113 T4-T.erin + F.oxys 0.394 113 T4-T.erin + F.oxys 0.277
114 T4-T.erin+ F.oxys 0.448 114 T4-T.erin + F.oxys 0.316
115 T4-T.erin + F.oxys 0.399 115 T4-T.erin + F.oxys 0.171
116 T4-T.erin+ F.oxys 0.430 116 T4-T.erin+ F.oxys 0.368
117 T4-T.erin + F.oxys 0.463 117 T4-T.erin + F.oxys 0.182
118 T4-T.erin + F.oxys 0.228 118 T4-Terin + F.oxys 0.263
119 T4-T.erin + F.oxys 0315 119 T4-Terin+ F.oxys 0.271
120 T4-T erin + F.oxys 0.364 120 T4-T.erin + F.oxys 0.142
121 T4-T erin + F.oxys 0.207 121 T4-T.erin + F.oxys 0.327
122 T4-T.erin + F.oxys 0.332 122 T4-T.erin + F.oxys 0.309
123 T4-T erin + F.oxys 0.495 123 T4-Terin + F.oxys 0.172
124 T4-T.erin + F.oxys 0.391 124 T4-T.erin + F.oxys 0.194
125 T4-T.erin + F.oxys 0.433 125 T4-T.erin + F.oxys 0.231
126 T4-T.erin + F.oxys 0.392 126 T4-T.erin + F.oxys 0.292
127 T4-T.erin + F.oxys 0.302 127 T4-T.erin + F.oxys 0.330
128 T4-T.erin + F.oxys 0.404 128 T4-T.erin + F.oxys 0.216
129 T4-T.erin + F.oxys 0.281 129 T4-T.erin + F.oxys 0.206
130 T4-Terin + F.oxys 0.397 130 T4-T.erin + F.oxys 0.176
131 T4-T.erin+ F.oxys 0.366 131 T4-Terin+ F.oxys 0312
132 T4-T.erin + F.oxys 0.372 132 T4-T.erin + F.oxys 0.236
133 T4-T.erin + F.oxys 0.358 HE o i
B o 133 T4-Terin + F.oxys 0.199
134 T4-T.erin + F.oxys 0.317 . ;
- R . E 134 T5-Tiab + Floxys 0.159
135 T4-T.erin + F.oxys 0.434 X S
: ; B 135 T5-Tiab + F.oxys 0.246
136 T4-T.erin+ F.oxys 0.353 = . -
= e 136 T5-Tiab + F.oxys 0.158
137 Ta4-T.erin + F.oxys 0.464 q .
) i 137 T3-Tiab + F.oxys 0.168
138 T4-T.erin+ F.oxys 0.419 % o
- X K 138 T5-Tiab + F.oxys 0.126
139 T4-T.erin + F.oxys 0.543 = . :
) ) 139 T5-Tiab + F.oxys 0.238
140 T4-T.erin + F.oxys 0.259 g ) -
L o H 140 T5-Tiab + F.oxys 0.135
141 T4-T.erin + F.oxys 0.250 141 T5-Tiab + F.oxys 0.181
142 Ta-Terin+ F.oxys 0.444 A i e '
143 Td-Terin + F oxvs oSy 142 T3-Tiab + F.oxys 0.204
' T o 143 T5-Tiab + F.oxys 0.115
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Pinus michoacana Pinus pseudostrobus
No. PLANTA TRATAMIENTO PESO SECO (g) No. PLANTA TRATAMIENTO PESO SECO (g)
144 T4-T.erin+ F.oxys 0.279 144 T5-Tiab + F.oxys 0.240
145 T4-T.erin+ F.oxys 0.356 145 T5-Tiab + F.oxys 0.110
146 T4-T.erin+ F.oxys 0.373 146 T5-Tiab + F.oxys 0.243
147 T4-T.erin + F.oxys 0.279 147 T5-Tiab + F.oxys 0.223
148 T4-T.erin + F.oxys 0.234 148 T5-Tiab + F.oxys 0.170
149 T4-T.erin + F.oxys 0.214 149 T5-Tiab + F.oxys 0.091
150 T4-T.erin+ F.oxys 0.328 150 T5-Tiab + F.oxys 0.230
151 T5-Tiab + F.oxys 0.353 151 T5-Tiab + F.oxys 0.110
152 T5-Tiab + Fl.oxps 0.330 152 T3-Tiab + F.oxys 0.190
153 T5-Tiab + F.oxys 0214 153 T5-Tiab + F.oxys 0.133
154 T5-Tiab + Floxys 0.277 154 T5-Tiab + F.oxys 0.148
155 T5-Tiab + Fl.oxys 0.172 155 T5-Tiab + F.oxys 0.163
156 T5-Tiab + Fl.oxys 0.228 156 T5-Tiab + F.oxys 0.170
157 T5-Tiab + F.oxys 0.362 157 T3-Tiab + Floxys 0.157
158 T3-Tiab + F.oxys 0.353 158 T5-Tiab + F.oxys 0.166
159 T3-Tiab + F.oxys 0.261 159 T5-Tiab + F.oxys 0.067
160 T5-Tiab + F.oxys 0.201 160 T6-Tiabendazol 0.246
161 T5-Tiab + F.oxys 0.424 161 T6-Tiabendazol 0.078
162 T5-Tiab + F.oxys 0.290 162 T6-Tiabendazol 0.208
163 T5-Tiab + Fl.oxys 0.256 163 T6-Tiabendazol 0.166
164 T5-Tiab + F.oxys 0.213 164 T6-Tiabendazol 0.347
165 T5-Tiab + F.oxys 0.331 165 T6-Tiabendazol 0.214
166 T5-Tiab + F.oxys 0.289 166 T6-Tiabendazol 0.260
167 T3-Tiab + Fl.oxys 0.198 167 T6-Tiabendazol 0.090
168 T5-Tiab + F.oxys 0.216 168 T6-Tiabendazol 0.192
169 T5-Tiab + Floxys 0.229 169 T6-Tiabendazol 0.172
170 T5-Tiab + F.oxys 0.387 170 T6-Tiabendazol 0.086
171 T5-Tiab + F.oxys 0.281 171 Té6-Tiabendazol 0.165
172 T5-Tiab + F oxys 0.178 172 T6-Tiabendazol 0.177
173 T5-Tiab + F.oxys 0.315 173 T6-Tiabendazol 0.113
174 T5-Tiab + F.oxys 0.323 174 T6-Tiabendazol 0.123
175 T5-Tiab + F.oxys 0.277 175 T6-Tiabendazol 0.106
176 T5-Tiab + F.oxvs 0.178 176 Té-Tiabendazol 0.095
177 T5-Tiab + F.oxys 0.263 177 Té6-Tiabendazol 0.199
178 T5-Tiab + F.oxys 0.166 178 T6-Tiabendazol 0.094
179 T5-Tiab + F.oxys 0.231 179 T6-Tiabendazol 0.158
180 T5-Tiab + F.oxys 0.259 180 T6-Tiabendazol 0.401
181 T5-Tiab + F.oxys 0.383 181 Té6-Tiabendazol 0.203
182 T5-Tiab + Floxys 0.288 182 T6-Tiabendazol 0.110
183 T6-Tiabendazol 0.219 183 T7-F.oxysporum 0.154
184 T6-Tiabendazol 0.253 184 T7-F.oxysporum 0.197
185 T6-Tiabendazol 0.200 185 T7-F.oxysporum 0.183
186 T6-Tiabendazol 0.199 186 T7-F.oxysporum 0.219
187 T6-Tiabendazol 0.277 187 T7-F.oxysporum 0.152
188 T6-Tiabendazol 0.264 188 T7-F.oxysporum 0.225
189 T6-Tiabendazol 0.394 189 T7-F.oxysporum 0.187
190 Té6-Tiabendazol 0.407 190 T7-F oxysporum 0.178
191 T6-Tiabendazol 0.273 191 T7-F. OxXysporum 0.249
192 T6-Tiabendazol 0.289 192 T7-F.oxysporum 0.280
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Pinus michoacana

Pinus pseudostrobus

No. PLANTA TRATAMIENTO PESO SECO (g) No. PLANTA TRATAMIENTO  PESO SECO (g)
193 Té6-Tiabendazol 0.182 193 T7-F.oxysporum 0.283
194 T6-Tiabendazol 0.349 194 T7-F.oxysporum 0.306
195 T6-Tiabendazol 0.258 195 T7-F.oxysporum 0.112
196 Té6-Tiabendazol 0.287 196 T7-F.oxysporum 0.217
197 Té-Tiabendazol 0.255 197 T7-F.oxysporum 0.110
108 T6-Tiabendazol 0.215 108 T7-F.oxysporum 0.351
199 T6-Tiabendazol 0.211 199 T7-F.oxysporum 0.227
200 T6-Tiabendazol 0.362 200 T7-F.oxysporum 0.346
201 T6-Tiabendazol 0.323 201 T7-F.oxysporum 0.287
202 T6-Tiabendazol 0.244 202 T7-F.oxysporum 0.127
203 T6-Tiabendazol 0.223
204 T6-Tiabendazol 0.230
205 T6-Tiabendazol 0.355
206 T6-Tiabendazol 0.342
207 T6-Tiabendazol 0.356
208 T6-Tiabendazol 0.370
209 T6-Tiabendazol 0.361
210 T6-Tiabendazol 0.294
211 Té6-Tiabendazol 0.180
212 T6-Tiabendazol 0.321
213 Té6-Tiabendazol 0.354
214 Té6-Tiabendazol 0.586
215 T7-F.oxysporum 0.319
216 T7-F.oxysporum 0.265
217 T7-F.oxysporum 0.850
218 T7-F.oxysporum 0.223
219 T7-F.oxysporum 0.115
220 T7-F.oxysporum 0.183
221 T7-F.oxysporum 0.324
222 T7-F.oxysporum 0.228
223 T7-F.oxysporum 0.065
224 T7-F.oxysporum 0.328
225 T7-F.oxysporum 0.234
226 T7-F.oxysporum 0.424
227 T7-F oxysporum 0.275
228 T7-F.oxysporum 0.229
229 T7-F.oxysporum 0.248
230 T7-F.oxysporum 0.134
231 T7-F.oxysporum 0.146
232 T7-F.oxysporum 0.305
233 T7-F.oxysporum 0.238
234 T7-F.oxysporum 0.190
235 T7-F.oxysporum 0.168
236 T7-F.oxysporum 0.205
237 T7-F.oxysporum 0.332
238 T7-F.oxysporum 0.269
239 T7-F.oxysporum 0.257
240 T7-F.oxysporum 0.324
24] T7-F.oxysporum 0.296
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Pinus michoacana

No. PLANTA TRATAMIENTO PESO SECO (g)
242 T7-F.oxysporum 0.208
243 T7-F.oxysporum 0.163
244 T7-F.oxysporum 0.187
245 T7-F.oxysporum 0.313
246 T7-F.oxysporum 0.210
247 T7-F.oxysporum 0.192
248 T7-F.oxysporum 0.310

Descripeion de tratamientos mencionados en la tabla anterior.

T1 (Testigo con sustrato estéril).
T2 (Testigo con sustrato no estéril).
T3 (T. erinaceum).

T4 (T erinaceum + F. oxysporum).
T5 (Tiabendazol + F. oxysporum).
T6 (Tiabendazol).

T7 (F. oxysporum).
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