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l. INTRODUCCION

México es un pais megadiverso que alberga el 12% de la diversidad mundial de especies de
animales y plantas, con una mayor variabilidad genética (35%) en las areas tropicales y boscosas
[Jardel, 2006; Rzedowski, 2006; Llorente y Ocegueda, 2008]. Ademas, el 72% de su superficie se
encuentra dedicada al aprovechamiento de los recursos forestales [Benitez y Bellot, 2007]. En
México, la mayor produccion forestal corresponde a las coniferas con el 88% del total nacional
doénde Durango, Chihuahua, Michoacén, Jalisco, Oaxaca y Puebla son las principales entidades
involucradas [INECC, 2007]. La contribucién directa del sector forestal en México es de 5 000
millones de ddlares por afio (0.81% del PIB nacional) y produce aproximadamente 100 000
empleos permanentes [CONABIO, 2006]. Ademas de ser valiosos econdmicamente, los bosques
representan un recurso ambiental sustancial [Tapia y Reyes, 2008]; tienen una trascendencia y
reconocimiento por su diversidad bioldgica, los servicios ambientales que ofrecen, la diversidad de
productos que generan Yy, sus aportes a las estrategias de mitigacion y adaptacion al cambio
climatico [Campo et al., 2016; SEMARNAT, 2016]. Sin embargo, los bosques se encuentran
constantemente afectados por condiciones ambientales adversas como los incendios, la presencia
de plagas y las enfermedades. La presencia de enfermedades es una de las principales causas de
pérdida del patrimonio forestal por su alarmante expansion en los sistemas boscosos [Leautaud y
Lopez, 2017; CCMSS, 2016]. Los hongos son los agentes mas cominmente asociados a las
enfermedades en los bosques del Estado de Pueblay se establecen en diferentes partes de las plantas
alterando su salud. Estos organismos, son combatidos con la aplicacion de sustancias quimicas de
facil uso y acceso, aunque son de baja efectividad y tienen impactos negativos al medio por ser
altamente tdxicos a la biodiversidad, conducir a problemas de contaminacion ambiental y provocar
resistencia en plagas, etc. [Crissman, 2002]. Uno de los retos que se enfrenta como sociedad es
combatir la presencia de estos patdgenos fangicos para garantizar que las generaciones futuras
cuenten con los recursos forestales y la diversidad bioldgica necesarios para su 0ptimo desarrollo.
Ante esta situacién, el uso de microorganismos antagonistas emerge como una alternativa
prometedora que ayuda a reducir el uso de plaguicidas de sintesis quimica. Por ello, se propone la
aplicacion del control biologico a especies de pino afectadas por hongos fitopatdégenos en el Norte
del Estado de Puebla, como una alternativa al uso de fungicidas quimicos con el consecuente

beneficio ecoldgico, social y econdémico que brinda el bosque de la regién.



1. ANTECEDENTES
11.1 Importancia de los bosques

Los bosques son bienes naturales de gran valor ambiental por su aportacion a los ecosistemas y a
la sociedad, por proveer insumos directos como la madera, servicios ecosistémicos por ser
sumideros de emisiones de carbono, colaborar en la regulaciéon de las condiciones climéticas y
preservar la biodiversidad [FAO, 2011]. Asimismo, cerca de 1 000 millones de personas en el
mundo dependen para su subsistencia de los bosques, ya sea como fuente directa o indirecta de
ingresos [FAO, 2020]. Ademas, los bosques son considerados sistemas ambientalmente

invaluables por tener contribuciones decisivas en los sectores econémico, ecoldgico y social.

11.1.1 Importancia ecoldgica del bosque

Desde el punto de vista ecoldgico, los bosques son la fuente de alimento y el habitat de mas de tres
cuartas partes de la biodiversidad terrestre mundial. También, favorecen la proteccion de los suelos
al controlar la erosion, colaboran en la generacion de oxigeno y actdan como sumidero de
contaminantes [FAO, 2018]. Los servicios ecosistémicos que proporcionan los sistemas boscosos
colaboran a la produccidn en los sectores: agricola, ganadero, forestal y pesquero al influir en la
regulacion del aguay el clima, proteger e intervenir en el ciclo de los nutrientes del suelo, fomentar
el control biol6gico de plagas y la polinizacion [Reed et al., 2017]. Ademas, cerca del 75% del
agua dulce disponible en el planeta proviene de cuencas hidrograficas asociadas a los bosques
[MEA, 2005].

11.1.2 Importancia social del bosque

Todas las personas dependemos de los bosques al beneficiarnos de sus funciones por intervenir en
los ciclos del carbono, el agua y los nutrientes [FAO, 2018]. Sin embargo, las poblaciones aledafias
a los sistemas boscosos dependen directamente de los bienes y servicios forestales para vivir, pues
de ellos obtienen recursos alimentarios, materias primas, proteccion, fuentes de dendroenergia,
algunos medicamentos e ingresos por su aprovechamiento [Balvanera, 2012]. También, los
sistemas boscosos ofrecen contribuciones a la sociedad al fortalecer los medios de vida, conservar

la diversidad biologica y colaborar al combate del cambio climatico. Ademas, la seguridad
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alimentaria, la conservacion y el manejo sostenible de los bosques son objetivos complementarios
e interdependientes [FAO, 2020]. Asimismo, proporcionan espacios recreativos y turisticos,
ademas de tener un valor escénico, cultural y espiritual para algunas comunidades [Verschuuren 'y
Brown, 2018]. Desafortunadamente, los servicios intangibles de los bosques y su biodiversidad son
infravalorados debido a que regularmente se privilegian a los beneficios econdmicos obtenidos de
su explotacion [Ruiz et al., 2007].

11.1.3 Importancia econdémica del bosque

Los bosques representan una fuente de ingresos al ser esenciales para la obtencién de energia y
materia prima. Del mismo modo, contribuyen a la agricultura sostenible al favorecer en la
estabilizacion de los suelos, regular el clima y los flujos de agua. [Zamora, 2016]. También, el
turismo y la recreacion presente en los bosques son importantes para la economia de las
comunidades ubicadas en sitios forestales [Hegetschweiler et al., 2017]. Los insumos maderables
y no maderables obtenidos de los bosques suministran aproximadamente el 20% de los ingresos
obtenidos en las zonas forestales de paises en desarrollo [Angelsen et al., 2014]. Ademas, cerca de
45 millones de personas a nivel mundial obtienen empleo del sector forestal formal, con ingresos
laborales superiores a los 580 000 millones de dolares al afio [FAO, 2018]. Asimismo, a nivel
mundial, se obtienen beneficios econdmicos de productos forestales no maderables cercanos a los
8 000 millones de ddlares [FAO, 2020].

11.2 El bosque de pino como sistema complejo

Un sistema complejo es “una representacion de un recorte de la realidad compleja, conceptualizado
como una totalidad organizada en la cual los elementos no son separables y por lo tanto no pueden
ser estudiados aisladamente” [Garcia, 2006]. A partir de esta definicion, se puede observar al
bosque de pino como un conjunto de elementos bidticos y abidticos que estan interrelacionados y
que son interdependientes, con propositos dentro del sistema ecologico e importantes para la
conservacion de su equilibrio y diversidad (Figura 1). Ante todo, los sistemas complejos son
sistemas de componentes que interactian y originan fendmenos emergentes [Green y Sadedin

2005].
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Figura 1. Complejidad del bosque de pino

Cada caracteristica, disposicion o arreglo observado en este ecosistema es producto de las
interacciones y las interdependencias de las partes que lo conforman. Ademaés, la dinamica de esta
diversidad de elementos se encuentra sujeta a la intervencion del hombre, como un ser orientado a
satisfacer sus necesidades a partir del capital natural del ecosistema. Por lo que, la humanidad no
es ajena al bosque y hay que comprender que también formamos parte del bosque y el bosque parte
de nosotros y nuestra cultura. También, la diversidad y heterogeneidad ecosistémica del bosque de
pino le brinda estabilidad y adaptabilidad [Gunderson y Holling 2002]; sin embargo, los elementos
que lo conforman pueden ser perturbados por condiciones externas que lleven a su desequilibrio.
Un ejemplo de ello son las enfermedades de las plantas, que son perturbaciones externas que
regularmente requieren de la intervencion humana afrontar su control. Si bien, este ecosistema
presenta resiliencia a presiones por su capacidad de autorregulacion, el desequilibrio ecolégico
ocasionado por multiples factores que afectan conjuntamente al bosque, provocan debilidad en el
sistema y con ello su degradacion. Del mismo modo, las afectaciones causadas por la presencia de
enfermedades en el bosque ocasionan la disminucion en el aprovisionamiento de multiples
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contribuciones de gran importancia a nivel ecoldgico, econémico y social. Por ejemplo:
ecoldgicamente, causan el deterioro del habitat de una amplia diversidad; econémicamente, afectan
la obtencidn de materia prima y merman los empleos; y, socialmente, afectan a un socioecosistema
importante para la cultura. Por ello, es importante analizar a los bosques como sistemas complejos

y destacar el hecho de que las estrategias de gestion forestal necesitan un enfoque holistico.

11.3 Escenario forestal en México y Puebla

En el sector forestal mexicano habitan aproximadamente 11 millones de personas, quienes
satisfacen sus necesidades a partir del capital natural forestal. Sin embargo, debido al uso intensivo
y no sustentable de los recursos, existe una disminucion de la biomasa forestal del pais ocasionada
por explotaciones indiscriminadas; asi como por condiciones desfavorables como los incendios, la
agricultura intensiva, el sobrepastoreo, la contaminacion atmosférica y la presencia de patdégenos
[Ken et al., 2020]. La degradacion y pérdida de la superficie arbolada de estos ecosistemas genera
problemas ambientales en los sectores ecoldgico, econdmico y social. El estado de Puebla se ubica
en el vigésimo lugar a nivel nacional con mayor superficie forestal (1.7 millones de hectareas), con
el 45% de su superficie cubierta por areas arboladas, el 18% representada por vegetacion de zonas
aridas y el 37% son superficies perturbadas [SEMARNAT, 2001]. En los sistemas boscosos de
Puebla dominan 11 especies arboreas de cinco géneros y la familia con mayor representacion es
Pinacea con un total de seis especies; de las cuales Pinus montezumae es la que presenta los valores
mayores de densidad, area basal y area de copa, seguido por Abies religiosa y Pinus hartwegii
[Lépez et al.,, 2017]. Sin embargo, estas especies arboreas estan afectadas por plagas y
enfermedades, las cuales son las principales causantes de la pérdida de biomasa en los bosques de
pino. Las enfermedades en los bosques de pino son alteraciones a la salud de las plantas debidas a
la interaccion de un patdgeno con un arbol susceptible en un ambiente favorable. Ademas, afectan
principalmente a zonas donde existe un fuerte impacto antropogénico y los factores de tipo
ambiental les provocan estrés [SEMARNAT, 2016]. También, las enfermedades se pueden
transmitir entre arboles forestales de especies diferentes en cualquier etapa su ciclo de vida, a traves
de medios naturales como la accion del viento y, vectores antrépicos principalmente relacionados
a malas préacticas en los procesos de aprovechamiento y reforestacion [Gutiérrez-Flores et al.,

2022] (Figura 2).
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Figura 2. Diseminacion de enfermedades en sistemas forestales [Gutiérrez-Flores et al., 2022]

11.4 Cadena productiva de los recursos forestales

Una cadena productiva es un conjunto secuencial y articulado de actores que se encuentran
interrelacionados e involucrados en las etapas de produccion, transformacion y comercializacion
para la generacion de un bien o servicio [Antinez y Ferrer, 2016]. Ademas, en la formulacién de
estas cadenas se toman en cuenta los insumos necesarios para la produccion desde el sector
primario hasta su destino y aprovechamiento final, asi como los servicios ofrecidos a lo largo de la
cadena [Lazzarini et al. 2001]. Cada uno de los actores involucrados tiene un rol y una
responsabilidad especificos para la elaboracion del bien o servicio, asi como una diferente facultad
sobre la cadena, acceso a la informacidn, riesgos y ganancias acordes a sus compromisos [Gottret
y Cordoba, 2006]. El conjunto de actores identificados se encuentra sometido a la influencia del
entorno, representado por varios elementos como las condiciones ambientales o politicas [Cancino
y Rodriguez, 2009]. En una cadena productiva equitativa, los actores involucrados generan

relaciones justas, controlan los recursos, aprovechan las oportunidades, tienen poder de decision y
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reciben beneficios acordes a su inversion y trabajo realizado [Apaza y Moreno, 2008]. Los actores
clave de una cadena productiva son analizados como un conjunto de individuos que estan
diferenciados por su nivel de bienestar, género y por las habilidades que desenvuelven para lograr
sus medios de vida [Ruralter, 2004]. Dentro de las ventajas observadas por la elaboracion de
cadenas productivas tenemos principalmente el manejo completo de la informacién en un esquema,
lo que brinda facilidad para encontrar puntos criticos estratégicos que limitan el desarrollo de la
cadenay que permite la identificacion de actores clave que inciden en su funcionamiento [Cilloniz
et al., 2003]. Ademas, realizar un analisis de cadena productiva tiene otras utilidades, destacando
entre ellas: entender el funcionamiento productivo, los actores involucrados, sus roles e
interrelaciones. También se pueden identificar reas de oportunidad para la mejora del sistema de
produccidn. Asi como construir o fortalecer las relaciones encontradas en la cadena de produccion
para fomentar la creacion de cadenas de valor y, posicionar los bienes y servicios en el mercado
con mayor precision [Lundy et al., 2004]. La creacion de cadenas productivas de bienes obtenidos
a partir de los ecosistemas puede aportar al desarrollo de mercados basados en productos que
favorecen la generacion de ingresos en zonas de alta biodiversidad. Para lograrlo, se requiere una
vision multidisciplinaria de sostenibilidad que debe estar incluida dentro de proyectos de
conservacion de la biodiversidad [Heinrichs et al., 2016]. La cadena productiva forestal es
observada como un conjunto de eslabones necesarios para la obtencion de bienes como la madera
y de servicios del ecosistema [Schimpf et al., 2019]. En una cadena productiva forestal podemos
encontrar en primer lugar como beneficiarios a los duefios de los bosques. Sin embargo, también
se ven beneficiados los habitantes de las areas forestales, profesionistas y técnicos que contribuyen
a su manejo, y la sociedad en general que encuentra en los bosques una fuente de empleo, ingresos,
insumos y servicios ecosistémicos [Hernandez, 2017]. Existen antecedentes de la formulacion de
este tipo de cadenas productivas en México, por ejemplo: el analisis estratégico de la cadena
productiva forestal en la region de la Reserva de la Biosfera de la Mariposa Monarca [Rodriguez
et al., 2018]. Ademas, la creacion de cadenas productivas para el aprovechamiento de recursos
forestales es fomentada por el gobierno de México para la explotacion sostenible de los recursos
naturales mediante acciones de integracién y consolidacién de las cadenas productivas forestales,
para colaborar en la reduccion de la pobreza y marginacion en zonas forestales, promover la
planeacion, organizacion, produccion y aprovechamiento forestal, asi como incrementar el nivel
de competencia de las cadenas productivas [SEMARNAT, 2020].
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I1.5 Legislacion nacional para el manejo forestal

Dentro de la legislacion aplicable al sector forestal se encuentra en primera instancia La Ley
General de Desarrollo Forestal Sustentable. Este decreto tiene como objetivo regular la
conservacion, proteccion, restauracion, produccion, ordenacion, el cultivo, manejo y explotacion
de los sistemas forestales nacionales; asi como distribuir las competencias que, en materia forestal
a los distintos niveles de gobierno, con el fin de propiciar el desarrollo forestal sustentable [DOF,
2020]. Permite la explotacion legal y sustentable de los bosques en beneficio de la sociedad y
contribuye al acatamiento de la “Deforestacion Cero” a la que México se comprometio llegar en el
afio 2030 con el acuerdo de los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la Organizacion de las
Naciones Unidas. Por otro lado, las zonas forestales afectadas por plagas y enfermedades tienen
legislacidn directamente aplicable al control biolégico que permite combatir y mitigar los dafios,
como lo es el Proyecto de Norma Oficial Mexicana NOM-70-FITO-1995, que establece los
requisitos y especificaciones fitosanitarios para la importacién, introduccion, movilizacion y
liberacion de agentes de control biologico. Este proyecto de norma tiene como fin ultimo evitar la
dispersion de organismos perjudiciales y promover el uso de organismos benéficos a la naturaleza
y sociedad [DOF, 1996]. También es aplicable el Programa Nacional Forestal, el cual, a partir de
sus estrategias y lineas de accion, contribuye al logro de los compromisos con el Convenio Sobre
Diversidad Bioldgica, las Metas de Aichi (2011-2020) y los Objetivos de Desarrollo Sostenible de
la Agenda 2030. EI Programa Nacional Forestal tiene como objetivo la promocion del manejo
forestal comunitario para la gestion sostenible de los recursos forestales; asi como la generacion e
impulso de cadenas productivas competitivas que colaboren en el desarrollo de las economias
locales para mejorar la calidad de vida de las poblaciones que habitan en zonas forestales. Con ello
se permite hacer un uso responsable de los recursos forestales, y al mismo tiempo, se protegen los
ecosistemas de factores que deterioran la cobertura vegetal, para mantener el patrimonio natural a
través de una gestion sostenible. Tambien, tiene como objetivos la conservacion y restauracion de
la capacidad de aprovisionamiento de servicios ecosistémicos de las zonas forestales, mediante un
enfoque participativo y de inclusion de la sociedad que contribuya a garantizar un medio ambiente

sano que consienta el desarrollo y bienestar de la poblacion [PNF, 2020].
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11.5.1 Legislacion para el uso de plaguicidas en México

El uso, manejo y comercializacion de plaguicidas quimicos esta regulado por diversos reglamentos
(ambiental, sanitario, fitosanitario, zoosanitario, laboral y de transporte); dentro de los cuales, la
Ley General de Salud es la que tiene mayor injerencia [Ortiz et al., 2014]. En el control de las
actividades relacionadas con estos quimicos también se ven involucradas diversas dependencias
como: la Secretaria de Salud (SS), la Secretaria del Trabajo y Prevision Social (STPS) y la
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT). Ademas, existe una
reglamentacion oficial para el uso de plaguicidas, en la que se incluyen las siguientes normas:
NOM-232-SSA1-2009, NOM-032-FITO-1995, NOM-003-STPS-1999, NOM-052-FITO-1995.
También, existe el Decreto por el que se reforman, adicionan y derogan diversas disposiciones del
reglamento en materia de registros, autorizaciones de importacion, exportacion y certificados de
exportacion de plaguicidas, nutrientes vegetales y sustancias y materiales toxicos o peligrosos
[DOF, 2014]; y el Registro Sanitario de Plaguicidas y Nutrientes Vegetales [DOF, 2019]. Toda la
legislacidn antes mencionada se orienta a brindar los lineamientos para el uso y manejo de las
sustancias plaguicidas con el fin de minimizar los riesgos y efectos adversos que su uso y aplicacion
puedan provocar. El acatamiento de estos decretos es necesario para proteger y preservar el
ambiente natural, lasalud humana y aprovechar de forma sustentable los recursos.
Desafortunadamente, los intereses econdmicos, gubernamentales e industriales, juegan en contra
de la implementacion de un marco regulatorio adecuado para la comercializacion y uso de
plaguicidas en México. Este conflicto de intereses promueve una desatencion de las leyes y aunado
a las pocas alternativas bioldgicas que existen, se propicia la desprotecciéon del medio ambiente y
la salud [Micheli, 2001]. Es por ello, que se observa como necesario un cambio de paradigma en
la legislacion de los plaguicidas orientado hacia la sostenibilidad; asi como colaborar en el impulso
de alternativas ecoldgicas para el control de plagas con menor impacto, y con ello, construir un

sistema de aprovechamiento y conservacion.

11.6 Plaguicidas y sus efectos ambientales

Los plaguicidas son los contaminantes de origen antropico mas aplicados en los ambientes

naturales. Se definen como “una sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o
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controlar plagas” [Ramirez, 2001]. Estos compuestos de origen quimico representan un peligro
para el ambiente por su alta toxicidad y algunos estan restringidos por acuerdos internacionales
como el Convenio de Réterdam, el Protocolo de Montreal y el Convenio de Estocolmo sobre los
Contaminantes Organicos Persistentes (COP); el cual incluye 12 productos quimicos, dentro de los
que se encuentran ocho plaguicidas [PAN UK, 2009]. El uso de los plaguicidas es muy diverso y
la agricultura es la actividad en la que més se emplean, ya que consume cerca del 85% de la
produccién a nivel mundial [Del Puerto et al., 2014]. La contaminacion ambiental por plaguicidas
se da fundamentalmente por filtraciones en su almacenamiento, residuos descargados y dispuestos
en el suelo, derrames accidentales y su uso excesivo. Los plaguicidas se dispersan en el ambiente
por diversas rutas, definidas por factores como el clima, las condiciones geomorfolégicas,
hidrogeoldgicas y meteoroldgicas de las zonas donde son vertidos [RAPAL, 2007]. Algunas
sustancias quimicas que forman parte de estos compuestos son resistentes a la degradacion y, en
consecuencia, persisten por largos periodos de tiempo en las aguas subterraneas y superficiales
[FAO, 2017]. Los fungicidas son plaguicidas quimicos que se fumigan o espolvorean sobre el
suelo, las semillas, hojas o frutas para controlar la propagacion de hongos y mohos. La mayoria de
estas formulaciones se constituyen por: bencenos, tiocarbamatos, tioftalimidas y compuestos
organometalicos; que son toxicos persistentes y tienen efectos nocivos a la salud [Gielser et al.,
2008]. Estos plaguicidas pueden llegar al humano de forma directa a través del agua y el aire, e
indirectamente por medio de la cadena bioldgica de los alimentos. Tienen efectos agudos y cronicos
en la salud segun el grado de exposicidn, considerandose crénico si superan los niveles
considerados seguros [UE, 2006]. Los plaguicidas se pueden clasificar segun su naturaleza, como
de origen quimico y biol6gico, ademas de que tienen medios de accion de amplio espectro y son
comunmente persistentes y de impacto negativo en el ambiente [Serra et al.,, 2020].
Desafortunadamente se carece de la informacion suficiente sobre la identificacion, el uso adecuado
y los efectos nocivos de los plaguicidas quimicos en arboles de pino. Por ejemplo, se desconocen
los modos de accion fisioldgico, bioquimico y molecular de las formulaciones sintéticas, los
mecanismos necesarios para evitar el desarrollo de resistencia en los patdgenos relacionados a las
enfermedades, los efectos de los quimicos sobre los microorganismos del suelo, las dosis de
necesarias y, los métodos y condiciones de aplicacion de los plaguicidas [Adusei-Fosu y Rolando,
2018]. Por otra parte, los plaguicidas bioldgicos son formulaciones desarrolladas a partir de

organismos Vvivos y sus productos, que han demostrado ser eficaces para combatir organismos
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nocivos [Heydari y Pessarakli, 2010; Liu et al., 2021]. Entre ellos se encuentran, por ejemplo,
algunas especies antagdnicas como Pseudomonas fluorescens, Bacillus simplex y Erwinia

billingiae que acttan contra hongos patdgenos como Fusarium spp. [lturritxa et al., 2017].

11.6.1 Fungicidas en México

En México, se utilizan fungicidas que se han prohibido en otros paises debido a su peligrosidad
[Ortiz et al., 2014]. Algunas formulaciones contienen ingredientes activos dafiinos como: benomyl,
captan, carbendazim, clorotalonil, folpet, mancozeb, quinoxyfen y tiofanato de metilo, que
permiten el control de hongos patdégenos [DEAQ, 2018]. Estos compuestos se clasifican como
altamente peligrosos al no cumplir con los criterios establecidos por la Organizacion de las
Naciones Unidas (ONU) para su uso y comercializaciéon [FAO y OMS, 2019]. Ademas, la
aplicacion de los fungicidas puede favorecer el desarrollo de mutaciones genéticas, alteraciones
hormonales y modificaciones endocrinas [RAPAM, 2017; Bravo et al., 2020]. En el Cuadro 1, se
muestra un listado de los ingredientes activos contenidos en los fungicidas comercializados en la
Republica Mexicana de acuerdo con el Diccionario de Especialidades Agroquimicas [DEAQ,
2018] y el Registro Sanitario de Plaguicidas y Nutrientes Vegetales [COFEPRIS, 2019]. Asi como
se observa el efecto y los métodos de accidn que tienen sobre los hongos patégenos y la toxicidad
que pueden exhibir. Los plaguicidas se encuentran en diversas presentaciones comerciales de uso
principalmente agricola y algunas de recomendacion forestal. También existen formulaciones
bioldgicas y botanicas con actividad antifungica que son distribuidas en México para el control de
enfermedades fungicas. En el cuadro 2 se observan tres soluciones biologicas, de las cuales un par
son formulaciones generadas a partir de bacterias del género Bacillus que tienen la capacidad de
biocontrolar patégenos por competencia, por la produccion de antibi6ticos, enzimas y de otras
sustancias como los siderdforos [Tejera et al., 2012]; y, una solucidn a base de conidios del hongo
Trichoderma harzianum, especie flngica que inhibe a los patdgenos a partir de diversos
mecanismos antagonicos como la antibiosis, parasitismo y competencia; asi como dos
formulaciones de origen vegetal que contribuyen a la prevencion de la presencia de hongos

fitopatdgenos [Ezziyyani et al., 2004b].
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Cuadro 1. Formulaciones quimicas con actividad antifangica distribuidas en México.

Ingrediente: concentracion (Toxicidad)

Efecto

Mecanismo de accion

Aluminio tris; 80% (@b

Azoxiestrobina: 60%, Ciproconazol: 24% @9

Azoxystrobin: 18%, Difenoconazol: 11% @©

Azoxystrobin: 23% @
Azufre elemental: 52%-93% (@ b. <)

Azufre elemental: 47% @59
Benomyl: 50% @b.¢)*
Bicarbonato de potasio ®: 09

Captan: 50% ®->9*

Carbendazim: 43%-50% ©~

Cimoxanil: 8%, Clorotalonil: 72% ©
Ciproconazol: 10% ©

Clorotalonil: 52%-54% ©*

Clorotalonil: 40%, Dimetomorf: 8% @ b.¢*
Cuaternario de amonio: 12% 2.9
Cymoxanil: 60% ©

Difenoconazol: 25% @

Difenoconazol: 4%, Clorotalonil: 40% ©
Oxitetracloruro de cobre 72% )
Famoxadona: 23%, Cymoxanil: 30% & ©
Famoxadona: 6%, Mancozeb: 63% ® 9

Fenbuconazol: 24% (@ b.¢)
Fenhexamida: 50% @ b.©)

Folpet: 80% ® 9~
Fosetil-Al: 80% @ 0.9

Fosfito de calcio: 25% (@ b:©)
Fosfito de cobre: 40% (@ ©

Fosfito de magnesio: 75% @ b9
Fosfito de zinc: 40% @ 2.©)
Fosfito potasico: 70% &2 ©)

Fosfonato de potasio: 75% @ b9

Preventivo y de control
Control

Preventivo y de control
Preventivo y de control
Preventivo y de control

Preventivo y de control
Preventivo y de control
Control

Preventivo

Control (antracnosis)
Control

Control

Preventivo y de control
Preventivo
Desinfectante/sanitizante
Preventivo y de control
Preventivo y de control

Control

Preventivo y de control
Preventivo

Preventivo

Preventivo y de control
Correctivo

Preventivo y de control
Preventivo y de control

Preventivo y de control
Preventivo y de control

Preventivo
Preventivo y de control
Preventivo y de control

Preventivo

Bloquea la esporulacion y estimula
las defensas de la planta

Bloquea el proceso respiratorio y la
sintesis de ergosterol

Sistémica

Sistémica, preventiva y curativa

Afecta la cadena respiratoria fingica
y proporciona nutrientes

Sistémica

Sistémica

Regula la presiébn osmética y
destruye las paredes celulares
Previene, atenla y controla
enfermedades del follaje

Sistémica y curativa

Sinérgica por contacto

Sistémica y protectora

De contacto

Antiesporulante

Desinfeccion y limpieza

Sistémica y translocacién acropétala

Sistémica preventiva, curativa y
traslaminar
Sistémica y de contacto

Sistémica y de contacto
Sistémica, acropétala y de contacto

Distintos
metabdlicos
Sistémica que inhibe la sintesis de
los esteroles en los hogos

Inhibe el tubo germinativo del
hongo Botrytis

Protector de accion por contacto

modos de  accién

Refuerza las defensas de la planta y
es antiesporulante

Controla la pudricion de la raiz y
disfuncién causada por Phytium
Estimula las defensas de la planta y
actlia como fertilizante

Aporta magnesio

Aporta zinc, componente estructural

Estimula las defensas de la planta y
aporta potasio
Estimula las defensas de la planta
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Cuadro 1. Continuacién

Isopyrazam: 13% @

Mancozeb 30%-80% @29~
Mancozeb: 50% @ 0.9~

Mancozeb: 64%, Cymoxanil: 8% ® 9~

Metalaxil: 9%, Clorotalonil: 72% @ ©
Metil tiofanato: 50% @ 2.

Myclobutanil: 20%-40% ®
Myclobutanil: 4%, Quinoxyfen: 4% @9

Oleato cuprico: 22% ®
Oxatiapiprolin: 10% @ b.©

Penthiopyrad: 20% @ 5©)

Picoxystrobin: 18%, Ciproconazol: 7% @ ¢
Propiconazol: 26% ©

Quinoxyfen: 23% @59~
Quintozeno 37%-75% @ b9

Sulfato de cobre pentahidratado: 21% @ 9
Tebuconazol: 23%-26% @ b9

Tebuconazol: 22%, Azoxystrobin: 11% @
Tiofanato de metilo: 42%-70% ©*

Preventivo

Preventivo
Preventivo

Preventivo y de control

Control
Preventivo y de control

Control
Control

Preventivo
Preventivo

Preventivo

Control
Preventivo y de control

Preventivo y de control
Control

Preventivo
Preventivo y de control

Preventivo y de control
Preventivo y de control

Inhibe el complejo 11 de la
respiracion del hongo
De contacto y protectora

Preventiva debida a la mezcla de
fungicidas

Actlia sobre el metabolismo de
hongos pleosporales

Sistémica y de contacto

Impide el crecimiento miceliar y la
germinacién de conidias

Impide la biosintesis de los
ergosteroles de los hongos
Preventiva/translaminar y
curativa/sistémica

De contacto foliar

Sistémica, acropétalo para el control
de Oomycetos

Inhibe el proceso de respiracion
fangica

Inhibe la sintesis de ATP

Actula dentro de la planta inhibiendo
el desarrollo del micelio

Se fija en las ceras de la cuticula
controlando la enfermedad

De contacto para patogenos que
atacan las semillas, raices y tallos
Sistémica

Solucién de amplio espectro vy
sistémico

Sistémica y de contacto

Sistémica y de contacto

a: Nocivo en caso de ingestion, b: Nocivo al contacto con la piel, c: Nocivo si se inhala. *: Sustancia prohibida en otro pais. Elaboracion propia con
informacion del Diccionario de Especialidades Agroquimicas (DEAQ) [2018] y del Registro Sanitario de Plaguicidas y Nutrientes Vegetales
(COFEPRIS) [2019].

Cuadro 2. Formulaciones biolégicas con actividad antifungica distribuidas en México.

Ingrediente  activo: concentracion Efecto Mecanismo de accion
(Toxicidad)
Bacillus spp.: 108 UFC @59 Preventivo Inhibe el crecimiento de patégenos de la raiz
Bacillus subtilis @ b-©) Control  (pudriciéon  Antagonico a Fusarium oxysporum
radical)
Extracto de gobernadora @ Control Produce polifenoles que quelatan el calcio de la
pared celular
Sales potésicas de acidos grasos Preventivo De contacto como complemento a fungicidas de
vegetales @ amplio espectro
Trichoderma harzianum: 3%-10% @9  Control Desplaza patdgenos por parasitismo, antibiosis

y competencia
a: Nocivo en caso de ingestion, b: Nocivo al contacto con la piel, c: Nocivo si se inhala, d: Compuestos de origen vegetal sin toxicidad aparente.
Elaboracion propia con informacion del Diccionario de Especialidades Agroquimicas (DEAQ) [2018] y del Registro Sanitario de Plaguicidas y
Nutrientes Vegetales (COFEPRIS) [2019].
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11.7 Control biol6gico de enfermedades en plantas

El control biologico es una estrategia que permite el manejo de plagas y enfermedades en plantas
a través de la actividad de organismos vivos llamados antagonistas [Serrano y Galindo, 2007]. Esta
técnica involucra diversas interacciones entre el ambiente, hospedero, huésped y el antagonista o
biocontrolador, que disminuye la densidad poblacional y/o la actividad del patégeno (Figura 3). El
antagonismo es toda accion ejercida por organismos que resulta en la disminucion de la poblacion
de otro organismo Yy, en fitopatdgenos reduce la expresion de la enfermedad. Los antagonistas de
patdgenos que se utilizan en el control bioldgico pueden ser de diversos tipos, entre los que
encontramos a hongos, bacterias, nematodos, protozoos, virus, viroides y plantas. Los organismos
antagonistas pueden presentar cinco mecanismos de accién frente a un patégeno: competencia,
antibiosis, explotacion, resistencia inducida en el huésped y lisis, bien de forma individual o

asociada [Hernandez et al., 2007].
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Figura 3. Interacciones involucradas en el control biologico [Gutiérrez-Flores et al., 2022]
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El control biolégico o biocontrol se enfoca en la reduccion de la densidad poblacional de un
patdgeno o de sus actividades inductoras de enfermedad, por la accion de uno o méas organismos
antagonistas [Baker y Cook, 1974]. El interés por el uso de esta técnica ha incrementado en las
ultimas décadas por las multiples ventajas que tiene sobre los métodos quimicos (Cuadro 3) y la
preocupacion de que el uso indiscriminado de productos quimicos ha ocasionado el surgimiento de
plagas resistentes y graves efectos de contaminacion al ambiente [Gepp et al., 2012; Yang et al.,
2019]. Ahora existe un mayor compromiso y conciencia social por la conservacion del medio
ambiente, lo que ha promovido el desarrollo de practicas sostenibles como el biocontrol, no sélo

enfocadas al beneficio econdmico, sino también al ecoldgico y social.

Cuadro 3. Ventajas y desventajas del biocontrol

Ventajas Desventajas
Mayor especificidad Ignorancia sobre el método
Baja resistencia de las plagas al control Falta de apoyo econdmico

Sustituye parcial o totalmente a los plaguicidas  Falta de personal especializado
Relacion coste/beneficio Antagonistas susceptibles a plaguicidas
Evita plagas secundarias No provee una supresion inmediata

Escasas intoxicaciones

[Summy y French, 1988]

11.7.1 El control bioldgico de enfermedades en Pinus spp.

El biocontrol se ha utilizado ampliamente en el sector agricola como una alternativa al combate
quimico de enfermedades en los cultivos. Sin embargo, hay una aplicacion escasa de esta técnica
para el manejo de arboles forestales. A pesar de ello, se ha observado que el control biolégico ha
tenido éxito en el manejo de enfermedades fungicas en Pinus spp. bajo condiciones de invernadero
y en ambientes naturales [lturritxa et al., 2017]. Un ejemplo de ello es el biocontrol con bacterias
como Pseudomonas fluorescens, Bacillus simplex y Erwinia billingiae, aisladas de la rizosfera de
Pinus radiata, con actividad antagénica contra el hongo Fusarium circinatum [lturritxa et al.,
2017]. Este hongo patogeno tambien afecta a otras especies de pino como: Pinus muricata, Pinus
tadea, Pinus elliotii y Pseudotsuga menziesii [Gordon et al., 2006]. Asimismo, se ha demostrado
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la capacidad biocontroladora de cepas de los géneros Bacillus y Burkholderia; las cuales
representan una buena alternativa para el control de las enfermedades ocasionadas por Fusarium
circinatum en Pinus taeda [Soria et al., 2012]; asi como Aneurinibacillus migulanus para controlar
al hongo Dothistroma septosporum en Pinus contarta [Alenezi et al., 2016]. Ademas, otras
investigaciones han confirmado que cepas aisladas de bosque del género Trichoderma pueden
controlar patégenos fangicos del género Armillaria, al disminuir la podredumbre de la raiz de
arboles de sistemas forestales [Chen et al., 2019] y Fusarium circinatum en diferentes especies de
pino [Martinez-Alvarez et al., 2015]. Igualmente, se ha encontrado que Trichoderma spp. pueden
producir enzimas, siderd6foros y &cido indol-3-acético, como mecanismo de biocontrol de hongos
y de promocién de crecimiento, como lo hacen bacterias promotoras del crecimiento vegetal
[Infante et al., 2009]. Asimismo, el control bioldgico en plantas de vivero se puede realizar al
aplicar aislados de tres géneros microbianos: Bacillus, Pseudomonas, y Trichoderma [Reglinski y
Dick, 2005]. Por ejemplo, el uso de hongos del género Trichoderma spp. tiene una alta efectividad
para controlar la poblacion de Botrytis cinérea en Pinus sylvestris bajo condiciones de invernadero
[Capieau et al., 2004]. En el cuadro 4, se muestran algunos ejemplos de agentes de control
biolégico usados contra hongos que afectan a diferentes especies de Pinus bajo condiciones de

laboratorio, invernadero y campo.

Cuadro 4. Uso de agentes de control biol6gico en Pinus spp.

Agente de Biocontrol  Pat6geno Planta Aplicacion Referencia

Hongos

a. Trichoderma

T. harzianum Fusarium circinatum  P. greggii Invernadero Garcia-Diaz et al., 2019
In vitro
T. koningiopsis Fusarium oxysporum  P. massoniana Yuy Luo, 2020
Invernadero
T. harzianum In vitro Capieau et al., 2004
Botrytis cinerea P. sylvestris
T. polysporum Vivero
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Cuadro 4. Continuacion

b. Otro
P. nigra In vitro
P. pinaster Campo
] ] o ) Martinez-Alvarez et al.,
Chaetomium, Alternaria F. circinatum P. pinea
2016
P. radiata
P. sylvestris
Bacterias
a. Aneurinibacillus
) Dothistroma In vitro )
A. migulanus P. contorta Alenezi et al., 2015
septosporum
b. Bacillus
In vitro
B. pumilus Sphaeropsis sapinea P. massoniana Dai et al., 2021
Invernadero
Heterobasidion In vitro
i annosum :
B. simplex P. radiata Invernadero Mesanza et al., 2016
Armillaria mellea
In vitro
F. circinatum P. radiata Iturritxa et al., 2017
Invernadero
In vitro
B. subtilis Fusarium sambucinum P. elliottii Maciel et al., 2014
Invernadero
F. circinatum P. taeda In vitro Soria et al., 2012

Gutiérrez-Flores et al., 2022
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11.8 Los mecanismos de control biolégico

Las plantas se relacionan con diversos organismos y establecen distintas interacciones durante su
ciclo de vida, como, por ejemplo: mutualismo, protocooperacion, comensalismo, neutralismo,
competencia, amensalismo, parasitismo y depredacion [Cano, 2011]. El control bioldgico es
considerado como el resultado positivo a la salud de una planta generado por alguna interaccion de
este tipo o la combinacion de estas a diferentes escalas, y puede involucrar méas de un individuo
controlador de la poblacion patégena [Van Driesche et al., 2007]. El biocontrol se puede generar
cuando organismos no patégenos compiten con los patdgenos por nutrientes y/o espacio en y
alrededor de una planta huésped; otra forma de observarlo son las actividades de varios
hiperparasitos, agentes que parasitan a los patdgenos de las plantas para desarrollarse [Van
Lenteren et al., 2018]. También la infeccion y el parasitismo del huésped por patdgenos avirulentos
pueden conducir al biocontrol de patdgenos a través de la estimulacion de los sistemas de defensa
del huésped. Por ultimo, puede controlarse un patdgeno a través de su depredacién por un

organismo depredador para consumo Yy sustento [Gallego-Ropero y Armbrecht, 2005].

11.8.1 Competencia por espacio y/o nutrientes

La competencia es una interaccion bioldgica entre dos organismos en la cual la poblacion de uno
es reducida a consecuencia de la presencia de otro debido a la demanda simultanea de los mismos
recursos. Por lo que existe una limitacion de la cantidad de recursos usados por ambos organismos,
que pueden ser agua, alimento o espacio [Droby et al., 2009]. Este tipo de interaccion es comin
entre bacterias y hongos debido a su relacion superficie/volumen. El incremento de las células de
los organismos antagonistas lleva al consumo y agotamiento de los nutrientes disponibles y/o a la
ocupacion del espacio disponible para los organismos patdgenos y, por lo tanto, reduce su
poblacion [Sharma et al., 2009]. Este mecanismo de competencia se ha usado con éxito como
método de control bioldgico para patogenos fungicos. Algunos hongos fitopatdgenos se han
controlado a partir de tratamientos con bacterias, como Candida oleophila, bacteria que ha
demostrado tener la capacidad de controlar la germinacién de conidios de Penillicium expansum y

de Botrytis spp. [Guerrero et al., 2011].

25



11.8.2 Depredacion

La depredacion es una interaccion biologica que consiste en que un individuo consume a otro de
especie distinta para sobrevivir, conocidos como depredador y presa respectivamente [Bear y
Rintoul, 2014]. Regularmente, en la depredacién existe una relacion de control poblacional, lo que
ayuda a mantener un ecosistema balanceado. En esta interaccion se proporciona energia para la
subsistencia y desarrollo del organismo depredador, por consumir al organismo presa [Begon et
al., 1999]. La depredacion influye en los organismos a dos niveles ecologicos: a nivel del individuo,
la presa tiene una disminucion en la forma fisica y afecta principalmente la reproduccion de la
especie; y, a nivel comunidad, reduce el nimero de individuos en la poblacion de presas [Reece et
al, 2011; Douglas y Jean, 2016]. Por ejemplo, este mecanismo de control bioldgico se ha empleado
en el sector agricola con Rodalia cardinalis, que es un coledptero que puede controlar la Icerya
purchasi, una plaga que afecta a los citricos mediante su consumo [Verdu y Pina, 2002]. También
se ha reportado que algunos coccinélidos benéficos como Cycloneda sanguinea e Hippodamia

convergens controlan por depredacion poblaciones de afidos en diferentes cultivos [Milan, 2010].

11.8.3 Parasitismo

El parasitismo es otro tipo de interaccion bioldgica entre dos organismos, en donde uno cumple el
rol de huésped y el otro de hospedador [Rodriguez et al., 2014]. La especie que lleva a cabo el
proceso se denomina parasito o huésped y se desarrolla sobre o dentro de un individuo hospedero,
alimentandose de sus fluidos corporales, érganos y le ocasionan la muerte. En la naturaleza hay
dos tipos de paréasitos, los endoparasitos, que son los que habitan dentro del huésped y, los que
viven en la parte externa, llamados ectoparasitos [Sanchez, 2000]. El parasitismo es un medio por
el cual una especie parasita sobrevive a costa de otras especies, al satisfacer sus necesidades basicas
en perjuicio del organismo hospedante [Martinez, 2014]. Regularmente, en el parasitismo, el
hospedador percibe un dafio por la accion del organismo parasito en alguna etapa de su ciclo de
vida. Este tipo de interaccion parasita se puede llevar a cabo en cualquiera de las distintas etapas
gue componen la vida de un organismo [Valverde et al., 2005]. Una vez que la especie paréasita
tiene ventaja en la relacion, se establece mediante seleccion natural y puede ser un proceso

irreversible que ocasiona transformaciones fisioldgicas y morfologicas de la especie [Sanchez,
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2000]. Es por ello por lo que, los paréasitos toman su nombre en funcion de la etapa de vida del
hospedero, por ejemplo: Trichogrammatidae ataca a huevos, por dicha razon se les llama parésitos
de huevos [Van Driesche et al., 2007], Diaeretiella son parasitoides de ninfas, parasitoides de
larvas como Cotesia flavepis y parasitoides de pupas de diferentes especies de Spalangia spp.
[Carballo, 2002].

11.8.4 Amensalismo

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que llevan a cabo las células de los
organismos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas simples (anabolismo), o para
degradar las complejas y obtener las simples (catabolismo), con el objetivo de proveer energia para
los procesos vitales y para la sintesis de materia organica [Kornberg, 2020]. Las plantas, ademas
del metabolismo primario, tienen un metabolismo secundario que les ayuda a la produccion y
acumulacion de compuestos de naturaleza quimica [Avalos y Pérez, 2009]. Los metabolitos
secundarios son compuestos producidos por bacterias, hongos o plantas que no estan directamente
involucrados en el ciclo de vida de un organismo. Su ausencia no produce la muerte inmediata,
sino mas bien un deterioro de su habilidad de supervivencia. Algunos metabolitos secundarios son
usados por el hombre como medicamentos, saborizantes y pigmentos [Hinke, 2006]. Para las
plantas, los productos del metabolismo secundario tienen funciones ecoldgicas especificas como
atrayentes o repelentes de animales, otros tienen una funcion protectora frente a depredadores y
actian como repelentes. También, el amensalismo es una forma de control bioldgico al intervenir
en los mecanismos de defensa frente a diferentes patdgenos como pesticidas naturales [Sosa et al,
2004]. Ademas de las plantas, diversos microorganismos secretan metabolitos secundarios que
interfieren con el crecimiento y/o actividades de un patdégeno. Un ejemplo de biocontrol por
amensalismo es la produccion de antibioticos, los cuales son toxinas microbianas que pueden
envenenar 0 matar otros microorganismos. Algunos organismos producen y secretan uno 0 mas
compuestos antibidticos que colaboran en el control poblacional de algun patdégeno y la enfermedad
que causa [Pal, 2006]. La capacidad de producir multiples antibioticos posiblemente ayuda a
suprimir diversos competidores microbianos, algunos de los cuales pueden ser patogenos de
plantas, colaborando asi en el control biolégico. También la produccidn de enzimas liticas, capaces
de hidrolizar diversos compuestos polimericos, como quitina, proteinas, celulosa, hemicelulosa y
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ADN, se encuentran relacionados al biocontrol de patdégenos [Vargas-Hoyos, 2015]. Por ejemplo,
Bacillus velezensis, es una bacteria endofitica que posee varios rasgos de biocontrol, como la
produccidn de fuertes metabolitos antifungicos (iturinas y fenicinas), colabora en la promocion del

crecimiento vegetal y puede inducir la respuesta sistémica [Kang et al., 2019].

11.8.5 Induccion de la respuesta sistémica

Las plantas pueden desarrollar diversos mecanismos de defensa debido al ataque de fitopatogenos.
Una vez reconocido el organismo patdgeno, se activa el mecanismo de respuesta que incluyen la
expresion de genes de defensa, conocido como Resistencia Sistémica Inducida (RSI). Esta
respuesta es el perfeccionamiento de la capacidad de defensa de la planta contra patégenos y plagas
adquiridas despueés de un estimulo [Samaniego et al, 2017]. La resistencia vegetal inducida es una
de las estrategias no quimicas prometedoras para el manejo efectivo de las enfermedades. La
resistencia mediada por la planta huésped se rige por los genes de respuesta de defensa que
codifican para la produccion de diversas proteinas relacionadas con la patogénesis (PR)
[Prasannath, 2017]. Esta respuesta puede ser beneficiada por la interaccion con microorganismos
benéficos, como las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR). Por ejemplo,
algunas rizobacterias como Azozpirillum, Azotobacter, Gluconacetobacter, Pseudomonas y
Bacillus, se han utilizado para estimular la resistencia sistémica inducida (RSI) de las plantas en el
sector agricola [Choi et al, 2014; Guo et al, 2015]. También, se ha demostrado que algunas PGPR
del género Bacillus logran inducir los mecanismos de defensa de las plantas contra enfermedades
producidas por virus [Samaniego et al., 2017]. Lo que evidencia que el uso de estas bacterias como
alternativa bioldgica para el control de patégenos en plantas puede contribuir al desarrollo de una
agricultura sostenible y conservacién de los ecosistemas. Asimismo, existen antecedentes de que
las rizobacterias inducen resistencia en las plantas contra enfermedades fungicas, bacterianas y
virales [Moreno et al., 2018]. Ademas, hay hongos que colaboran en la induccion sistémica de las
plantas, como lo es Acremonium, el cual induce un proceso de muerte celular en respuesta a una
proteina elicitora que produce. La accion de esta proteina activa la inmunidad y confiere resistencia
contra la antracnosis [Hael-Conrad et al., 2018]. A pesar de ello, la respuesta sistémica puede
limitarse por el estrés en la planta, como la deficiencia de agua, lo que induce a la alteracion de las

sefiales para la limitacion del patégeno [Arango-Velez et al., 2015]. También, se ha demostrado
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que se puede inducir la respuesta sistémica en arboles de coniferas mediante la lignificacion, como
resultado de la inoculacion de patdgenos como el hongo Sphaeropsis sapinea y Diplodia
scrobiculata en Pinus nigra [Bonello y Blodgett, 2004; Blodgett et al., 2007]. De esta manera, la
respuesta sistémica involucra una serie de compuestos de sefializacion que regulan la produccion
de productos quimicos, los cuales, se encuentran fuertemente conectados con acido salicilico,

etileno, acido jasmanico y &cido abscisico [Vinod y Sabah, 2018].

11.9 Interaccion planta-microorganismo en el biocontrol

Existen diversas interacciones entre microorganismos en los ecosistemas, tales como sinérgicas,
antagonicas y de competencia, reguladas por factores biodticos y abiéticos [Francely, 2016]. Las
relaciones que se llevan a cabo entre los microorganismos inciden en la interaccion planta-
microorganismos-ambiente. Los microorganismos descritos como agentes de control bioldgico
(BCA) y/o promotores del crecimiento vegetal (PGPM), dependen de estos factores para expresar
sus efectos benéficos [Marschner y Timonen, 2005]. También, factores de tipo abio6tico, como las
condiciones climaticas y las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, intervienen de forma directa
en el tipo de interaccion de los organismos y la expresion de sus acciones favorecedoras hacia las
plantas [Siddiqui y Akhtar, 2008]. Es complejo predecir los efectos que tienen las interacciones
entre las plantas y los microorganismos benéficos. Por lo que el resultado de la inoculacion de
microorganismos depende de las compatibilidades funcionales en la fisiologia y en la bioquimica

de la interaccion [Véazquez et al., 2000].

11.10 Plaguicidas de formulacion bioldgica

Los plaguicidas de formulacién biologica o bioplaguicidas son productos biologicos que tienen
como ingrediente activo un agente antagonista de un organismo patogeno; sus formulaciones
presentan baja o nula toxicidad, se degradan con facilidad y tienen un potencial bajo o nulo para
producir un impacto negativo en el medio ambiente [USEPA, 2017]. Existen aproximadamente 50
productos bioldgicos formulados en el mercado internacional que provienen en general de USA e
Israel [Nardiz y De Cal, 2006]. Dentro de las formulaciones bioplaguicidas podemos encontrar a

los biofungicidas, que son compuestos destinados al control y/o erradicacién de hongos patogenos.
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La mayoria de estos productos contienen en su formulacién hongos y/o bacterias [Melgarejo,
2006]. Existen pocos productos comerciales de este tipo y la mayoria usan hongos de los géneros
Trichoderma, Glioladium, actinobacterias como Streptomyces y bacterias de los géneros
Pseudomonas y Bacillus. También, los formulados por hongos de Trichoderma se consideran de
alta efectividad ya que antagonizan un amplio espectro de fitopatdgenos al producir enzimas liticas
que tienen la capacidad de degradar la pared celular de los agentes fungicos [Infante et al., 2009].
Se ha observado que los biofungicidas actian mediante diversos mecanismos para combatir al
patdgeno, como: la competencia por espacio y nutrientes, el parasitismo, la produccion de enzimas
liticas, la produccion de metabolitos secundarios y la induccién de la respuesta sistémica de la
planta. Los biofungicidas que son eficaces, generalmente presentan varios mecanismos
antagonistas que actuan de manera conjunta para controlar al patdgeno [Martinez et al, 2013].
Algunos fungicidas bioldgicos, se han utilizado como método alternativo para reducir el dafio
causado por hongos fitopatdgenos, generando poca 0 ninguna contaminacién ambiental y sin
provocar resistencia en los hongos a manejar [Guédez et al., 2008; Heydari y Pessarakli, 2010].

11.11 Bacterias Gram positivas como agentes de control bioldgico

Existe la evidencia del uso de bacterias grampositivas como controladoras de patdgenos por su
capacidad fungicida, insecticida, nematicida o promotora de crecimiento vegetal. Ademas, este tipo
de microorganismos poseen una alta resistencia y adaptacion al ambiente fisico [Orbera et al.,
2009]. Estas bacterias tienen una pared celular gruesa constituida por peptidoglicano, pero no
cuentan con una membrana celular externa, se logran diferenciar por tincion de Gram al pintarse
de color azul y pueden tener forma de cocos o bacilos [L6pez-Jacome et al., 2014; Bush, 2019].
Algunas de estas bacterias pueden formar parte de la biota autdctona en el cuerpo, como la piel y
el estobmago [Canton y Ruiz-Garbajosa, 2013]. Ademas, las bacterias del género Bacillus se
encuentran incluidas en esta clasificacion. El género Bacillus tiene una distribucién cosmopolita
por su facilidad de adaptacion y supervivencia, debido principalmente a su capacidad para formar
endosporas y se considera al suelo como su principal reservorio [Calvo y Zuiiiga, 2010; Corrales
et al., 2016]. Las especies de Bacillus pertenecen al Reino Bacteria; Filo Firmicutes; Clase Bacilli;
Orden Bacillales y Familia Bacillaceae [Maughan y Van der Auwera et al., 2011]. Dentro de sus
principales caracteristicas se encuentran su crecimiento aerobio o anaerobio facultativo, tienen
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morfologia bacilar, con movimiento flagelar, y un tamafio que va de los 0.5 a los 10 um, su
crecimiento optimo ocurre a pH neutro y en un intervalo de temperatura amplio. Algunas bacterias
de este género estan asociadas a la promocion del crecimiento vegetal y control de patdgenos en
plantas, por lo que son aplicados en el sector agricola [Tejera et al., 2011]. En este género se
encuentran diversas bacterias promotoras del crecimiento vegetal y organismos antagonistas de
fitopatdgenos como los hongos. También, Bacillus es el género més explotado para la produccion
de bioplaguicidas debido a su gran versatilidad [Ongena y Jacques, 2008]. Los principales
mecanismos de accion de este tipo de bacterias son: la excrecion de antibioticos, toxinas,
siderdforos, enzimas liticas e inducen la resistencia sistémica, por lo cual tienen una capacidad para
ser utilizados como agentes de control biolégico de plagas y enfermedades en plantas [Rojas et al.,
2017 y Tejeraet al., 2011].
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1.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La region norte del Estado de Puebla esta afectada por plagas y enfermedades que son investigadas
para su control o eliminacion. Existen mas de 6 000 hectareas de bosque perjudicadas por su
presencia en 14 municipios del estado, entre los que destacan: Zacatldn, Tetela de Ocampo,
Aquixtla, Zautla, Xochiapulco y Zacapoaxtla [CONAFOR, 2015]. La principal problematica
encontrada es la defoliacion asociada a la presencia de hongos, lo que ocasiona la muerte de los
arboles y con ello la pérdida de miles de hectareas de bosque. La disminucién de la biomasa del
bosque de pino de la regién ha llevado a la reduccion de los beneficios materiales y econémicos
que se generan por su explotacion, lo que afecta el aprovisionamiento de servicios ecosistémicos
como la generacion de agua y aire limpios. Ademas, los organismos fangicos que afectan a los
pinos en el norte de Puebla se han combatido con poco éxito mediante la aplicacién de fungicidas
de amplio espectro, como lo son: azoxystrobin, clorotalonil, fosetil-Al, fosfito de calcio, fosfito de
cobre, fosfito potasico, mancozeb, metalaxil, y propiconazol (Cuadro 5). El uso de estos
compuestos quimicos representa un riesgo al ecosistema y a la sociedad debido a su alta toxicidad,
al afectar la biodiversidad y la salud humana, y causar enfermedades que pueden llegar a ser fatales
[Fait et al., 2004]. Ademas, el clorotalonil, es el fungicida quimico mas empleado en el norte del
Estado de Puebla para el manejo de enfermedades fungicas forestales y figura en la lista de
substancias extremadamente peligrosas para la salud (Special Health Hazard Substance List) ya

que es un compuesto carcindégeno [NJDEP, 2005].

Cuadro 5. Fungicidas quimicos de uso agricola y forestal en México [Gutiérrez-Flores et al., 2021]

Ingrediente: concentracign (Toxicidad) Efecto Actividad

Azoxystrobin: 23% @9 Preventivo y de control Sistémica, preventiva y curativa

Clorotalonil: 52%-54% ©* Preventivo y de control ~ De contacto

Fosetil-Al: 80% @ b.©) Preventivo y de control ~ Refuerza las defensas de la planta
y es antiesporulante

Fosfito de calcio: 25% @ 0.9 Preventivo y de control Controla la pudricion de la raiz y
disfuncién causada por Phytium

Fosfito de cobre: 40% @9 Preventivo y de control Estimula las defensas de la planta
y actlia como fertilizante

Fosfito potasico: 70% &2©) Preventivo y de control Estimula las defensas de la planta
y aporta potasio

Mancozeb 30%-80% @29 * Preventivo De contacto y protectora

Metalaxil: 9%, Clorotalonil: 72% ?. 9 Control Sistémica y de contacto

Propiconazol: 26% @ Preventivo y de control Inhibe el desarrollo del micelio

a: Nocivo en caso de ingestién, b: Nocivo al contacto con la piel, c¢: Nocivo si se inhala, d: Compuestos de origen vegetal sin toxicidad aparente. *:
Sustancia prohibida en otro pais. Elaboracion propia con informacion del Diccionario de Especialidades Agroquimicas (DEAQ) [2018] y del
Registro Sanitario de Plaguicidas y Nutrientes Vegetales (COFEPRIS) [2019].
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IV. JUSTIFICACION

Los ecosistemas boscosos en la Sierra Norte de Puebla contribuyen a la sociedad y a la
biodiversidad al aportar bienes y servicios, por lo que su manejo y conservacion es trascendental.
No obstante, existen hongos fitopatdgenos que afectan a la biomasa forestal. La presencia de estos
agentes ha llevado a la necesidad de aplicar fungicidas quimicos en los arboles de pino como
estrategia emergente, pero poco eficiente. El ingreso de estas sustancias quimicas al ambiente
representa un alto riesgo para los sistemas bioldgicos por su toxicidad y persistencia [Van der Werf,
1996]. Las sustancias quimicas que componen los plaguicidas se bioacumulan en la biota, lo que
provoca graves trastornos fisiologicos [Cid et al., 2007; Kalyoncu et al., 2009]. Por lo tanto, la
busqueda de alternativas al uso de compuestos quimicos para el control de las enfermedades
forestales es una necesidad, enfocada al mantenimiento y conservacién de los beneficios naturales
que aportan estos sistemas sin provocar efectos negativos al ecosistema. Ademas, la pérdida de
biomasa forestal asociada a agentes flngicos es un problema complejo que requiere un enfoque
multidisciplinario y un proceso de investigacion experimental para elaborar estrategias para su
control. Asimismo, se ha demostrado que el uso de bacterias antagonicas es una opcion para
biocontrolar agentes fungicos en plantas de pino de sistemas boscosos [Gutierrez-Flores, 2018].
Por esta razon, el control biolégico de hongos mediante el uso de bacterias es observado como una
alternativa al combate quimico que puede colaborar a la recuperacion de zonas forestales en la
Sierra Norte del Estado de Puebla. En consecuencia, en la presente investigacion se evaluo el
biocontrol de hongos patdgenos presentes en Pinus patula, P. montezumae y P. pseudostrobus
mediante el uso de bacterias de origen forestal en la Sierra Norte del Estado de Puebla. La
aplicacion de la técnica de control biologico de las enfermedades fungicas puede mejorar la salud

y biomasa del bosque, lo que beneficia desde el punto de vista ecolégico, econémico y social.
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V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Es una alternativa al uso de plaguicidas el control bioldgico de enfermedades fungicas en Pinus

spp. en la Sierra Norte de Puebla?

Vvl. HIPOTESIS

La aplicacién de una formulacién microbiana propia del sector forestal favorece la sanidad de los
arboles de pino afectados por patdégenos fangicos presentes en la Sierra Norte del Estado de Puebla,

lo que representa una alternativa para el manejo y conservacion del bosque de pino.

VIl.  OBJETIVOS

VI11.1 Objetivo General

Evaluar el control bioldgico de hongos asociados a la defoliacion de Pinus spp. mediante el uso de

bacterias de origen forestal, como una alternativa al uso de plaguicidas.
V11.2 Objetivos especificos

1. Generar una coleccion de bacterias Gram Positivas endémicas del sitio de estudio con

propiedades antifingicas.
2. Determinar la presencia de hongos patdégenos en Pinus spp. de la Sierra Norte de Puebla.

3. Comparar la patogenicidad de los hongos aislados de Pinus spp. en condiciones in vitro e

in vivo.

4. Analizar el antagonismo de las bacterias aisladas contra los hongos patdgenos de Pinus spp.

en condiciones controladas.
5. Validar el control biolégico de hongos patdgenos en Pinus spp. in situ.

6. Caracterizar la importancia social del control biologico en el bosque de pino de la Sierra
Norte del Estado de Puebla.
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VIIl. SITIO DE ESTUDIO

VI111.1 Sierra Norte del Estado de Puebla

La Sierra Norte de Puebla es una cordillera montafiosa con una extension territorial aproximada de
5903 kilometros cuadrados que constituye el extremo sur de la Sierra Madre Oriental en México.
Esta cordillera, se encuentra limitada al oriente con la llanura costera del Golfo, y al poniente y sur
con el eje Neovolcanico. Tiene una orografia bastante accidentada, que se caracteriza por sus
elevaciones y profundas depresiones, con una altitud que varia de 1 000 a 3 000 msnm. En
temporada de lluvias las precipitaciones alcanzan los 2 500 milimetros anuales y en algunas zonas
puede llegar a 4 000. Se pueden identificar dos climas dominantes, el clima templado himedo con
[luvias todo el afio y el clima semicélido subhumedo con lluvias todo el afio. Ademas, la flora de
la sierra se compone principalmente de arboles de distintas especies de pinos, oyameles y cedros.
Debido a los recursos forestales e hidroldgicos presentes en la Sierra Norte de Puebla es
considerada como una de las regiones naturales mas importantes del estado. Asimismo, es la

segunda regién mas habitada debido a las condiciones naturales y socioculturales [INAFED, 2010].

V111.2 Caracterizacion biofisica del sitio de estudio

El sitio de estudio de la presente investigacion se conformd por seis municipios: Aquixtla,
Chignahuapan, Ocotepec, Tetela de Ocampo, Zacatlan y Zautla (Figura 4). Estos municipios
ocupan una superficie de 2019 km?, lo que representa aproximadamente el 6% del territorio estatal.
Ademas, son parte de la Sierra Norte del Estado de Puebla, la region con mayor aprovechamiento
forestal de la entidad [CONAFOR, 2011]. La altitud de estas entidades municipales varia de entre
1 500 msnm (Ocotepec) y 2 900 msnm (Aquixtla); diferencia que se debe a que forman parte de

una cadena montafiosa que constituye el extremo sur de la Sierra Madre Oriental de México.
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Figura 4. Sitio de estudio

En el sitio de estudio se identifican cuatro tipos de clima: semicélido himedo, semifrio subhumedo,
templado himedo y templado subhimedo, con temperatura media anual que va de 12°C a 18°C
durante el afio (Figura 5). Por la ubicacion y elevacion de la sierra, predominan los climas templado
himedo y templado subhumedo con lluvias en verano, encontrando bajas temperaturas desde
octubre hasta febrero. El clima templado hiumedo presenta extensos veranos, con mucho calor y
abundante precipitacion, ademas de inviernos breves y moderados. Y, en el clima templado
subhimedo se presenta temperaturas entre 10°y 18 °C y de 18° a 22 °C, no obstante, en algunas

regiones puede disminuir a menos de 5°C [INEGI, 2010].
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Figura 5. Mapa climatoldgico del sitio de estudio

En la zona de estudio, se cuenta con la presencia de luvisoles, andosoles y feozem en la mayor
parte de la superficie (Figura 6). Los luvisoles son el tipo de suelo que se desarrolla mas
ampliamente en la Sierra Norte de Puebla, resultado del incremento en los niveles de precipitacion.
Se caracterizan por encontrarse en superficies accidentadas y tener bajo contenido de nutrientes,
por lo que su uso es limitado para las actividades agricolas. Los andosoles son suelos desarrollados
a partir de materiales volcanicos de uso forestal principalmente. Y, los feozem son suelos que se
caracterizan por tener un horizonte superficial oscuro y son ricos en materia organica,

encontrandolos sobre todo en regiones templadas subhimedas [Gardi et al., 2014].
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Figura 6. Mapa edafolégico del sitio de estudio

Los hongos necesitan condiciones climéticas favorables para realizar con éxito su ciclo infectivo
[Navas-Cortés y Landa, 2019]. Los municipios que conforman el sitio de estudio tienen una
precipitacion pluvial abundante, con precipitaciones que van de 500 hasta 2 500 mm de lluvia por
afio, lo cual, favorece el desarrollo de los fitopatdgenos fingicos y representa un potencial riesgo
para las plantas (Figura 7). La Sierra Norte de Puebla pertenece casi en su totalidad a la Regién
Hidrologica RH27 Tuxpan-Nautla y tiene como principal afluente la cuenca del Rio Tecolutla. La
abundancia de lluvias en esta region se relaciona directamente con los dos tipos de climas
dominantes, pues en el clima templado subhimedo la precipitacion anual va de 500 a 1 200 mm y
en el clima templado himedo la precipitacion va de 1 200 a 2 500 mm [INEGI, 2010].
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Figura 7. Mapa de precipitacion pluvial del sitio de estudio

La distribucion de la vegetacion natural y de la produccion agricola, asi como de los asentamientos
humanos responde a condiciones orogréaficas, como las multiples pendientes y la presencia de
cuencas Yy valles que permiten el establecimiento de la poblacion, su mantenimiento y desarrollo.
El principal uso de suelo en la region es de caracter agricola, aunque también presenta una vocacién
forestal (Figura 8). La Sierra Norte de Puebla es la region con el mayor aprovechamiento maderable
mediante el Manejo Forestal Comunitario en el estado de Puebla, debido a que la mayor parte de
sus recursos forestales son de uso doméstico [CONAFOR, 2018]. Ademas, la vegetacion
dominante es bosque de pino, seguida de bosque de encino, bosque de encino-pino y, cubre
aproximadamente el 50% de la superficie en estudio.
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Figura 8. Mapa de uso de suelo y vegetacion del sitio de estudio
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IX. MATERIALES Y METODOS

IX.1 Aislamiento e identificacion de bacterias Gram positivas con propiedades antifingicas y

caracterizacion de sus mecanismos de accion antagonicos

Se aislaron bacterias Gram positivas con actividad antifangica a partir de suelos provenientes de la
zona de estudio y se incluyeron a la coleccién del Laboratorio de Microbiologia de Suelos del
Centro de Investigacion en Ciencias Microbiologicas-ICUAP. Se realizaron diluciones seriadas de
cada muestra de suelo desde -1 hasta -5 para incubarse a 30°C durante 24 horas y posteriormente
contar de bacterias mesofilicas aerobias por cada dilucidn en agar nutritivo. También, cada muestra
de suelo se someti6 a una pasteurizacion a 80°C por un lapso de 30 minutos para el aislamiento de
organismos esporulados, los productos de la pasteurizacion se sembraron en agar nutritivo y se
incubaron por 24 horas [Oberd et al., 2005]. Consecutivamente, se resembraron las bacterias en
agar nutritivo hasta la obtencion de cultivos axénicos. A las bacterias aisladas se les caracterizo
bioquimicamente empleando APIs 50CHB y 20E de biomerieux. Ademas, se realizaron ensayos
para determinar sus caracteristicas biocontroladoras del crecimiento fungico. Se evalud la
produccion de la enzima quitinasa a cada bacteria Gram positiva obtenida de la pasteurizacion,
mediante su siembra en un medio minimo enriquecido con quitina [Okumoto 2001] y se determind

la eficiencia de produccion de la enzima a partir de la relacion de tamafio didmetro del halo de

degradacion (DH) y de la colonia bacteriana (DB), con la férmula EP= (%) x 100

[Campuzano et al., 2017; Parra-Cota et al., 2017]. También, se evalué la produccién de sideréforos
a las bacterias aisladas a partir de su inoculacion con un replicador en una caja Petri con el medio
de cultivo CAS (Cromo Azurol S). Las cajas fueron incubadas por 5 dias para posteriormente

evaluar la produccién de sideréforos (EP) mediante los didmetros del halo de degradacion (DH) y

DH-DB

diametro de la colonia bacteriana (DB) con la formula EP:( ) X 100. Ademas, las bacterias

maés eficientes en las pruebas de produccion de quitinasas y sideroforos se ensayaron como
bioconotroladoras in vitro de tres hongos encontrados en comun entre las especies de pino que son
el objeto de estudio. Posteriormente, se seleccionaron las seis cepas bacterianas con mayor
efectividad biocontroladora in vitro del desarrollo de los hongos para realizar pruebas de
compatibilidad al sembrarlas y observar la posible produccion de sustancias que inhiban su

crecimiento entre si. También, se realizo una prueba de hemdlisis en agar gelosa sangre a las
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bacterias seleccionadas para evaluar la produccion de enzimas hemolisinas como un factor de
virulencia. Las bacterias que tuvieron una mayor capacidad para el control de crecimiento fangico
bajo condiciones in vitro se seleccionaron para su identificacion a partir del gen 16S ARNr. Se les
extrajo el ADN de acuerdo con las instrucciones del Kit de extraccion de ADN genémico (Wizard
de Promega) y, se amplifico el gen 16S ARNr con los iniciadores fD1 (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y rDI1 (5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’). El ciclo de
reaccion se realizé en un termociclador (Techne®TC-3000G) con un volumen final de 50 pL (23.5
uL de agua estéril, 5 uLL de cada iniciador, 12.5 pLL de enzima GoTaq de Promega® y 4 uLL de DNA
gendmico). Los productos amplificados (aproximadamente 1 500 pb) se observaron en gel de
agarosa al 1.5% posterior a la electroforesis (80 V durante 120 min) con ayuda de un
transiluminador (WiseUV® Wisd WUV-L50). Posteriormente, los productos de PCR se
purificaron con el kit DNA Wizard® Genomic DNA Purification y se enviaron a secuenciar por el
método de Sanger. Las secuencias obtenidas se analizaron y compararon en la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (The Basic Local Alignment Search Tool:

http://blast.ncbi.nlm.nih.qov/).

IX.2 Aislamiento e identificacion de hongos provenientes de aciculas de Pinus spp. del Norte del
Estado de Puebla

Se evalu6 la presencia de agentes fungicos en aciculas de P. patula, P. montezumae y P.
pseudostrobus procedentes del sitio de estudio. Las muestras de hoja de pino obtenidas se
sembraron en Agar Dextrosa Papa (PDA) y los organismos fungicos surgidos a partir las lesiones
de las hojas se resembraron en PDA hasta obtener cultivos puros. Ademas, los hongos mayormente
presentes en las muestras de pino se identificaron fenotipicamente por la técnica de microcultivo,
mediante la observacion de sus estructuras reproductivas en microscopio 6ptico y, genéticamente
por comparacion de secuencias con ayuda de la técnica de la reaccion en cadena polimerasa (PCR
por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction), segun la metodologia propuesta por Alvarez
et al., 2013. Para la identificacion genética, los hongos se cultivaron en caldo de papa y dextrosa y
se incubaron a 30°C durante 5 dias. La masa micelial se cosechd por filtracion y se realizo la
extraccion de ADN por lisis celular de acuerdo con el manual Wizard Genomic DNA Purification
Kit de Promega. Posteriormente, el ADN extraido se us6 para la amplificacion de las regiones
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intergénicas ITS1T e ITS2. Se  emplearon los  oligonucledtidos ITS1
(5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’), para la
amplificacion de los espacios transcritos internos situados entre los genes ribosomales (rARN) 18S-
5.8S y 5.85-28S (White et al., 1990) por la técnica de la reaccion en cadena polimerasa y se
sintetizaron por Integrated DNA Technologies (IDT). La reaccion se llevd a cabo dentro de un
termociclador (Techne®TC-3000G), en un volumen final de 50 pL, los cuales contendran 17 uL
de agua estéril, 2 uL de cada oligonucleotido (ITS1 e ITS4), 25 uLL de enzima GoTaq de Promega®
(PCR Colorless Master) y 4 uL de DNA gendémico. El producto amplificado por PCR
(aproximadamente 600 pb) se verifico por electroforesis en gel de agarosa al 3% a 80 V durante
50 min. El gel se tifié durante 30 minutos con GelRed® Nucleic Acid Gel Stain y con ayuda de un
transiluminador (WiseUV® Wisd WUV-L50) se observaron las bandas obtenidas. Los productos
de PCR se purificaron con DNA Wizard® Genomic DNA Purification Kit y se enviaron a
secuenciar por Servicios Gendmicos Langebio del Centro de Investigacion y Servicios Avanzados
(CINVESTAYV) del Instituto Politécnico Nacional (IPN) en Irapuato, Guanajuato, México. Las
secuencias obtenidas se analizaron con el programa Chromas Lite® y posteriormente se
compararon para su alineamiento con la base de datos del GenBank del National Center for
Biotechnology Information (The Basic Local Alignment  Search Tool:

http://blast.ncbi.nlm.nih.qgov/).

IX.3 Pruebas de patogenicidad en aciculas y plantulas de pino a nivel invernadero

En charolas de plastico transparente desinfectadas con medidas de 20 cm x 25 ¢cm se colocaron
grupos de aciculas de P. patula, P. montezumae y P. pseudostrobus sobre papel absorbente estéril,
las aciculas se infectaron con tres hongos observados como compartidos entre las especies de pino
y se mantuvieron en condiciones de humedad para favorecer el desarrollo de los organismos
fangicos durante siete dias. En este periodo de incubacidn se monitored el desarrollo fungico y, al
final de los tratamientos se evalud el porcentaje de severidad de la enfermedad debido a su
presencia. También, se infectaron plantulas de pino bajo condiciones de invernadero con los
hongos encontrados en comun. Se observaron y compararon las lesiones que provocan bajo

condiciones controladas; asi como también se evaluaron los parametros de incidencia y severidad
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ocasionados por la presencia de los hongos y con ello valorar la patogenicidad de los hongos sobre
las tres especies de pino [Cafiedo y Ames, 2004].

I1X.4 Evaluacion del antagonismo de bacterias Gram Positivas como agentes de control biologico

de hongos bajo condiciones controladas

Se realizaron pruebas de control bioldgico en aciculas en condiciones de humedad y en pinos
pequefios de invernadero de las especies: P. patula, P. montezumae y P. pseudostrobus [Carranza
et al., 2015]. Las aciculas y plantas de pino se infectaron con tres hongos encontrados en comun
en la zona forestal y se trataron a partir de la inoculacion con las bacterias seleccionadas y
caracterizadas con mayor capacidad antagonica en los ensayos in vitro. Los ensayos de camara
himeda tuvieron una duracién de siete dias, para posteriormente evaluar el parametro de severidad
provocada por la presencia de los hongos como el porcentaje de area necrosada de acicula. Para
evaluar la capacidad de biocontrol de los hongos en plantas de pino, al final de los tratamientos se
valoraron los pardmetros de incidencia y severidad de la enfermedad. La incidencia de la
enfermedad se evalud a partir de la sumatoria del nimero de lesiones presentes en cada acicula de
pino (1). Para evaluar el indice de severidad de la enfermedad (1S), se utilizo la escala de severidad
elaborada en esta investigacion (Figura 9) y la aplicacion de la formula propuesta por Chiang &
Bock, 2021 (2).

Incidencia de lesiones = ) lesiones en cada acicula 1)

¥ (frecuencia de clase x puntaje de clase de calificacién)

indice de severidad = x 100 2)

(numero total de observaciones) x (indice maximo de enfermedad)
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Figura 9. Escala de severidad de la enfermedad en Pinus spp.

IX.5 Caracterizacion del control bioldgico de hongos patégenos en la Sierra Norte de Puebla

Se realizaron tres tratamientos a pinos con sintomas de enfermedad, ubicados en un predio forestal
en la localidad de Villa Cuauhtémoc del municipio de Chignahuapan. EI primero consistio en la
mezcla de las tres bacterias que resultaron mas eficientes en los ensayos realizados in vitro e in
vivo (P. simplex, B. thuringiensis y B. simplex) a proporciones iguales. El segundo fue la aplicacion
de un tratamiento quimico a base del fungicida comercial clorotalonil y el tercero un control sin
aplicacion. Este ensayo permitio evaluar la capacidad bacteriana como método de biocontrol en las
condiciones propias del bosque de pino y comparar su efectividad respecto a un quimico de amplio
espectro [Gutiérrez-Flores, 2018]. Posterior a siete meses de la aplicacion de los tratamientos, se
evaluaron los parametros de incidencia de lesiones y el indice de severidad de la enfermedad, con
la finalidad de valorar si la mezcla bacteriana seleccionada, representa una alternativa al combate
de hongos fitopatdgenos tradicional (compuestos quimicos).
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IX.6 Valoracion de la importancia social del bosque de pino con respecto a los servicios
ecosistémicos y economicos en el Norte del Estado de Puebla a partir de encuestas a actores clave

El sitio de estudio cuenta con una amplia area superficial y dispersion poblacional, para acotar a la
poblacion de interés y con ello, facilitar la obtencion de la informacion, se formul6 la cadena
productiva del pino de la Sierra Norte de Puebla. La esquematizacion nos permitio la basqueda de
actores clave, que se refiere a personas con una injerencia relevante en la cadena productiva de los
pinos en la Sierra Norte de Puebla. Esta cadena productiva se establecid a traves de la revision de
la literatura y su relacion con las actividades involucradas en la produccion de pino en el norte del
estado de Puebla. Fueron identificadas las etapas, actividades, recursos humanos, insumos,
productos, usos y beneficios que se implican en la produccion de pino de la region [Deras, 2003].
Para mapear la cadena productiva se considerd la produccién de pino en seis municipios del norte
del Estado: Aquixtla, Chignahuapan, Ocotepec, Tetela de Ocampo, Zacatlan y Zautla. Con la
construccion de este sistema y la ubicacion de los individuos con mayor importancia en los
eslabones de produccion; se seleccion6 a los propietarios de los predios forestales de la region,
personal que labora en los viveros forestales y personal de Comision Nacional Forestal
(CONAFOR), como la poblacién a aplicar la encuesta de percepcion social del valor que tienen los
servicios obtenidos a partir de los recursos forestales. Ademas, la cadena productiva ayudo6 a
comprender la dindmica de aprovechamiento desarrollada en el area de estudio y la importancia de
los recursos forestales en la economia regional [Codato, 2015]. La encuesta fue aplicada a 25
actores  clave  mediante el uso de  Google forms  con la  liga:
https://docs.google.com/forms/d/e/1IFAIpQLSdsVewhZKrdTzb5RXNYV_DwFY fCfeJ8SvrusiiM

HxIPajek4w/viewform?vc=0&c=0&w=1&flr=0 y, de manera presencial al realizar visitas a los

viveros de produccién forestal y predios ubicados en la Sierra Norte de Puebla. Esta herramienta
consistié en 31 cuestionamientos enfocados a la recopilacion de datos generales de los actores
clave, asi como a la valoracion directa, indirecta e intrinseca del bosque de pino y la aceptacion del
uso del control biolégico como alternativa a los plaguicidas en el sitio de estudio. Finalmente, los
resultados obtenidos de la aplicacion de esta encuesta se analizaron para comprender la importancia
y el valor social que tiene el bosque de pino de la Sierra Norte de Puebla, a través de la opinion de
los actores clave [Alvarado y Garcia, 2008].
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X. RESULTADOS Y DISCUSION

X.1 Muestreo

Se realiz6 el muestreo de aciculas y suelos en los municipios de Aquixtla, Chignahuapan,

Ocotepec, Tetela de Ocampo, Zacatlan y Zautla, ubicados en la Sierra Norte del estado de Puebla
(Figura 10).

Figura 10. Muestreo de aciculas y suelo asociado a pino
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Figura 11. Puntos de muestreo en la Sierra Norte de Puebla

Se colectaron 10 muestras de acicula y suelo de seis municipios localizados en la Sierra Norte de
Puebla (Aquixtla, Chignahuapan, Ocotepec, Tetela de Ocampo, Zacatlan y Zautla). A cada muestra
se le asignd una clave para tener un manejo adecuado y su identificacion posterior, asi como
también se tomo su georreferencia para la ubicacion del problema (Figura 11 y Cuadro 6).
Posteriormente, las muestras de acicula y suelo se utilizaron para el aislamiento de organismos

fangicos asociados a la defoliacion y bacterias con capacidad biocontroladora.
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Cuadro 6. Muestras de suelo y acicula procedentes de la Sierra Norte de Puebla

No. Clave Sustrato Localidad Coordenada N  Coordenada W
1 M:1CgS Suelo Chignahuapan 19°41°35.088°>  98°4°58.134”’
2 M.CcS Suelo Chichicaxtla 19°45°27.204>  97°59°14.838”
3 M3HS Suelo Huauchinango 19°57°32.55”° 98°2°20.682”’
4 M4PS Suelo Pueblo Nuevo 19°57°26.352>> 98°6°30.636”’
5 MsES Suelo Eloxochitlan 19°56°39.846°°  98°0°24.846°
6 MeZaSA Suelo y acicula  Zacatlan 19°53°47.18” 97°54°19.07”’
7 M7AA Acicula Aquixtla 19°47°15.84”° 97°52°13.50”
8 MgTSA Sueloy acicula Tetela de Ocampo  19°48°58.24”’ 97°48°33.11”
9 MoZUA Acicula Zautla 19°39°26.21”° 97°37°24.52”
10 M1O0A Acicula Ocotepec 19°34°27.80”° 97°39°39.82”’

M,= numero de muestra, S= suelo, A= acicula, Cg= Chignahuapan, Cc= Chichicaxtla, H= Huauchinango, P= Pueblo
Nuevo, E= Eloxochitlan, Za= Zacatlan, A= Aquixtla, T= Tetela de Ocampo, Zu= Zautla, O= Ocotepec.

X.2 Aislamiento y caracterizacion de bacterias Gram positivas

El andlisis microbioldgico realizado a las muestras de suelo forestal a partir del conteo de bacterias
en placa con medio de cultivo permitié determinar el niUmero de microorganismos presentes en
cada muestra en relacion con las colonias que forman (UFC) (Cuadro 6). Ademas, se obtuvieron
bacterias Gram positivas del suelo de la Sierra Norte de Puebla mediante un proceso de
pasteurizacién y se resembraron en agar nutritivo para que cada colonia formada proviniera de un

solo microorganismo [Sanchez et al., 2017] (Figura 12).
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Figura 12. Soluciones diluidas de suelo asociado a pino

En el Cuadro 7, se observa el numero de bacterias presentes en cada muestra; asi como del conteo
de UFC.g* suelo posterior a la pasteurizacion y el nimero de bacterias que presentd la capacidad
de solubilizar quitina y producir sideréforos. Se observo que la muestra M4MPS perteneciente a la
localidad de Pueblo Nuevo, present6 el mayor contenido de bacterias por gramo de suelo con
243x10° UFC.g%, sequida de la muestra M5MES de la localidad Eloxochitlan con 55x10° UFC.g"

! la cual también ostenta la mayor cantidad de UFC.g™* de bacterias esporuladas con 23x10°.

Cuadro 7. Poblacion de bacterias presentes en los suelos forestales

Clave Localidad Bacterias

Totales Esporuladas Aisladas Quitinoliticas  Productoras
siderdforos

(10°* (10°)* (10°)* (10°)* (10%)*
M1MCgS Chignahuapan 21 12 2 1 2
M2MCcS Chichicaxtla 43 20 3 2 3
M3MHS  Huauchinango 32 16 3 3 3
M4MPS  Pueblo Nuevo 243 13 3 2 3
M5MES  Eloxochitlan 55 23 3 2 3
M6MZSA Zacatlan 30 15 4 3 4
M8B8MTSA Tetela de Ocampo 27 11 9 7 9

*UFC.g* suelo.
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Las bacterias esporuladas obtenidas de la pasteurizacion se depuraron por repetitividad y se
seleccionaron 27 cepas para caracterizar su capacidad de control de crecimiento fangico. A las
bacterias seleccionadas de cada muestra se les evaluo la capacidad de producir la enzima quitinasa
y se observo que el suelo procedente de Tetela de Ocampo present6 la mayor poblacion bacteriana
capaz de degradar quitina con 7x10® UFC.gt. También se les valor6 la capacidad de producir
siderdforos y se encontrd que todas las cepas son capaces de limitar el contenido de hierro en placa
Petri. Se ha demostrado que bacterias aisladas de la rizosfera tienen la capacidad de controlar el
crecimiento de hongos fitopatdgenos mediante la limitacidn de hierro rizosférico [Xue et al., 2015].
También, algunas bacterias de los géneros Pseudomonas, Bacillus y Burkholderia pueden controlar
patdgenos por otros mecanismos como la competencia por espacio o nutrientes, induccion de la
respuesta sistémica, produccién de metabolitos secundarios como enzimas que degradan la pared
celular de los hongos y la produccion de sideréforos [Ezziyyani et al., 2004a; Bhattacharyya y Jha,
2012; Marquez et al., 2020].

CU L

Figura 13. Galerias APl a) 50CHB y b) 20E inoculadas con una cepa bacteriana de suelo forestal
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Los 27 aislados bacterianos seleccionados se identificaron como Bacillus Gram positivos mediante

la técnica de tincion de Gram. Ademas, se caracterizaron bioquimicamente a partir del comparativo

de los resultados obtenidos en los sistemas miniaturizados APl 50 CHB y API 20 E con la base de

datos de Biomerieux (Figura 13). Los kits miniaturizados, como los AP1 50CHB y API 20 E ayudan

a determinar la fisiologia de las bacterias de manera facil y rapida, ademéas de que tienen una

elevada precision [Sosa et al., 2011]. La interpretacion del perfil bioquimico de las 27 cepas

mediante APIWEB™ de Biomerieux nos permitié observar que el 93% de las bacterias aisladas de

la rizosfera de los pinos pertenecen al género Bacillus de las especies: B. cereus (14), B. mycoides

(9), B. firmus (1), Bacillus no reactivo (1), Brevibacillus no reactivo (1) y Geobacillus

thermoglucosidasius (1). Sin embargo, fue necesario complementar con biologia molecular para

confirmar las especies de las bacterias mas eficientes para el biocontrol (Cuadro 8).

Cuadro 8. Identificacion bioquimica de bacterias aisladas de suelo forestal de la Sierra Norte de Puebla

Especie Cepa Calidad de identificacion Similitud
(%)
Bacillus cereus M1CG1 Excelente identificacion en el género 91.5
Bacillus cereus M2CC1 Muy buena identificacion en el género 80.0
Bacillus cereus M3H1 Muy buena identificacion en el género 95.5
Bacillus cereus M3H3 Muy buena 99.6
Bacillus cereus M4PN2 Muy buena 99.5
Bacillus cereus M5EL1 Muy buena identificacion en el género 52.0
Bacillus cereus M5EL3 Muy buena identificacion en el género 80.0
Bacillus cereus M6MZ1 Muy buena identificacion en el género 53.5
Bacillus cereus M6MZ3 Buena 97.9
Bacillus cereus M6MZ4 Muy buena identificacion en el género 63.5
Bacillus cereus M8T1 Muy buena identificacion en el género 99.5
Bacillus cereus M8T2 Excelente identificacion en el género 91.5
Bacillus cereus M8T4 Muy buena identificacion en el género 58.7
Bacillus cereus MB8T5 Muy buena identificacion en el género 81.7
Bacillus firmus M4PN1 Dudoso 59.2
Bacillus mycoides M3H2 Excelente identificacion en el género 79.1
Bacillus mycoides M4PN3 Muy buena identificacion en el género 48.9
Bacillus mycoides M5EL2 Muy buena identificacion en el género 68.5
Bacillus mycoides M6éMZ2 Buena identificacion en el género 82.9
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Cuadro 8. Continuacion

Bacillus mycoides M8T3 Identificacién aceptable en el género 67.9
Bacillus mycoides M8T6 Buena identificacion en el género 68.9
Bacillus mycoides M8T7 Excelente identificacion en el género 49.7
Bacillus mycoides M8T8 Excelente identificacion en el género 49.7
Bacillus mycoides M8T9 Muy buena identificacion en el género 68.5
Bacillus no reactivo M2CC3 Dudoso 60.0
Brevibacillus no reactivo M2CC2 Baja discriminacion 80.4
Geobacillus thermoglucosidasius M1CG2 Buena identificacion 90.3

La identificacién bioguimica se realizé6 comparando los perfiles metabdlicos obtenidos en las pruebas rapidas de identificacion API 50CHB y 20E

de cada bacteria con lecturas en APIWEB™ biomerieux.

En el andlisis de produccion de enzimas quitinasas se observé que el 74% de las cepas
seleccionadas degradan la quitina en medio minimo enriquecido (Figura 14); incluidas las que
tienen una forma de crecimiento rizoide, a las cuales se les clasificd cualitativamente como

productoras (Cuadro 9).

Figura 14. Bacterias sembradas en medio minimo enriquecido con quitina
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La cepa de Bacillus mycoides (M3H1) obtenida de suelo forestal de Huauchinango, destaco con la
mayor capacidad para degradar la quitina con un 64.44+9.18% de eficiencia productiva; seguida
de las cepas de Bacillus cereus (M6MZ4), Bacillus mycoides (M3H3) y Bacillus mycoides (M8T9),
endémicas de Zacatlan, Huauchinango y Tetela de Ocampo respectivamente. Diversas cepas del
género Bacillus se han reportado como efectivas controladoras de patdgenos fungicos en plantas,
al colaborar en la promocion de su crecimiento, inducir su respuesta sistémica, producir
antimicrobianos (lipopéptidos, antibidticos y enzimas) y competir por factores de crecimiento
(espacio y nutrientes) contra los fitopatdgenos [Shaffi et al., 2017]. Asimismo, se ha observado que
quitinasas producidas por bacterias pueden hidrolizar la quitina contenida en la pared celular de los
hongos, que representa hasta el 20% de su composicion [Castro et al., 2011]. Por esto, las cepas
bacterianas con capacidad productora de quitinasas son una opcién viable en el control bioldgico
de fitopatdgenos fungicos y constituyen una alternativa para su control poblacional. Por ejemplo,
se ha demostrado que las quitinasas producidas por B. subtilis son capaces de inhibir al hongo
Rhizoctonia solani; asi como también, se han caracterizado quitinasas de B. thuringiensis con
potencial biocontrolador de Penicillium glaucum y Sclerotinia fuckelian ya que pueden inhibir la

germinacion de sus esporas [Liu et al., 2010; Yan et al., 2011].

Cuadro 9. Produccion de quitinasas y sideroforos de las bacterias aisladas de suelo forestal

Especie Cepa Eficiencia productiva de Eficiencia productiva
(Identificacion bioquimica) quitinasas de siderdforos
(%) (%)

Bacillus cereus M1CG1 11.90+1.71 10.90+1.17
Bacillus cereus M2CC1 16.16+2.50 14.16+5.20
Bacillus cereus M3H1 64.44+9.18 37.18+3.47
Bacillus cereus M3H3 28.18+1.57 83.33+5.89
Bacillus cereus M4PN2 17.26+6.76 31.75+2.24
Bacillus cereus M5EL1 14.81+6.41 11.61+4.64
Bacillus cereus M5EL3 00.00£0.00 57.41+6.93
Bacillus cereus M6MZ1* Produce Produce
Bacillus cereus M6MZ3 26.19+2.06 33.33£11.78
Bacillus cereus M6MZ4 33.33+0.00 20.45+£3.21
Bacillus cereus M8T1* Produce Produce
Bacillus cereus M8T2 00.00+0.00 07.27£1.95
Bacillus cereus M8T4 06.14+0.45 16.98+2.34
Bacillus cereus M8T5 11.57+0.80 13.88+1.96
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Cuadro 9. Continuacion

Bacillus firmus M4PN1 00.00£0.00 41.66+6.80
Bacillus mycoides M3H2 21.21+5.25 20.37+6.54
Bacillus mycoides M4PN3* Produce Produce

Bacillus mycoides M5EL2 14.02+3.54 12.04+0.65
Bacillus mycoides M6MZ2 20.50£5.56 25.00£0.00
Bacillus mycoides M8T3 13.03+6.05 31.75+2.44
Bacillus mycoides M8T6 00.00£0.00 15.08+1.12
Bacillus mycoides M8T7* Produce Produce

Bacillus mycoides M8T8* Produce Produce

Bacillus mycoides M8T9 26.06+6.82 20.37+6.54
Bacillus no reactivo M2CC3 00.00£0.00 00.00+0.00
Brevibacillus no reactivo M2CC2 32.19+2.40 24.07+4.28
Geobacillus thermoglucosidasius M1CG2 00.00+0.00 00.00+0.00

*Cepa de crecimiento rizoide.

Los sider6foros son compuestos producidos por bacterias de gran interés debido al potencial que
tienen para el control bioldgico al secuestrar el hierro y reducir su disponibilidad hacia los
fitopatdgenos; asi como activar la resistencia sistémica y promover el crecimiento de las plantas
[Aguado-Santacruz et al., 2012]. Se encontrd que todas las cepas ensayadas presentan la capacidad
de captar hierro a partir de la produccién de sider6foros (Figura 15). La bacteria que tiene la mayor
capacidad para la produccidn de estos compuestos es Bacillus mycoides (M3H3), con una eficiencia
superior al 83%. Seguida de las cepas Bacillus simplex (M5EL3) y Bacillus firmus (M4PN1), con
eficiencias del 57.41+6.93% y 41.66+6.80% respectivamente; mientras que el resto de las cepas
presentaron valores de entre 10 y 37 % (Cuadro 9). En otras investigaciones se ha demostrado que
siderdforos producidos por bacterias como Pseudomonas fluorescens son capaces de inhibir el
crecimiento de hongos patogenos de plantas como Colletotrichum lindemuthianum, Colletotrichum
gloesporioides y Phytophthora cinnamomi, al limitar funciones celulares como la
respiracion [Orozco-Mosqueda et al., 2010; Santoyo et al., 2010]. También se ha asociado la
produccion de sideréforos como un mecanismo de control biologico de cepas de Bacillus que
permite la limitacidn del hierro rizosférico, el cual es un nutriente fundamental para la vida de los

organismos [Yu et al., 2011].

55



Figura 15. Produccién de sideréforos de bacterias del género Bacillus

Con base en los resultados obtenidos en el andlisis de produccion de la enzima quitinasa y
siderdforos de las cepas aisladas de suelo forestal, se seleccionaron las 16 bacterias més eficientes
para ser probadas como controladoras del crecimiento fangico en placa contra tres hongos
observados como compartidos entre las especies Pinus patula, Pinus montezumae y Pinus
pseudostrobus. Para ello, las bacterias fueron sembradas en placa Petri de forma radial y el hongo

reto en el centro, como se observa en el apartado b) de la figura 16.

Figura 16. Control biolégico en placa con Bacillus sp. a) Hongo Myrmaecium rubricosum y b)

Bacillus firmus (M4PN1) contra hongo Myrmaecium rubricosum
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Se evaluo el control bioldgico de las bacterias seleccionadas a los 10 dias posteriores a su siembra
y se observo que todas las cepas limitaron el desarrollo de los hongos bajo condiciones de placa.
Se encontrd que las cepas ensayadas tienen buena capacidad para controlar el desarrollo del hongo
Myrmaecium rubricosum al disminuir su crecimiento desde el 83.64% hasta el 97.53% respecto al
control. Ademas, el desarrollo del hongo Curvularia coatesiae fue reducido del 28% al 76% y del

hongo Clonostachys rosea hasta un 55% (Figura 17).
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Figura 17. Inhibicion in vitro del crecimiento micelial de C. coatesiae, M. rubricosum y C. rosea

También se encontrd que las cepas Peribacillus simplex (M2CC2), Bacillus thuringiensis (M4PN3)
y Bacillus simplex (M5EL3), limitaron en mayor medida el crecimiento del hongo Curvularia
coatesiae bajo condiciones in vitro. Asi como la cepa Bacillus thuringiensis (M4PN3) fue la mayor
controladora del hongo Clonostachys rosea, seguida de las bacterias Bacillus cereus (M4PN2) y
Bacillus cereus (M6MZ4) (Figura 18). Estos resultados evidencian la efectividad del control
bioldgico de hongos fitopatdgenos de pino en condiciones in vitro a partir del uso de bacterias de
origen forestal del género Bacillus. Asimismo, otras cepas productoras de sideréforos como

Pseudomonas fluorescens, se han reportado como biocontroladoras de patdégenos fungicos in vitro,
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ya que disminuyen en valores superiores al 70% el desarrollo de patégenos como Colletotrichum
lindemuthianum, Colletotrichum gloesporioides y Phytophthora cinnamom en cajas Petri con
medio solido [Orozco-Mosqueda et al., 2010]. Ademas, algunas bacterias aisladas de la rizosfera
de las plantas pertenecientes al género Bacillus se han descrito como productoras de sider6foros y
enzimas liticas; con capacidad para inhibir el crecimiento en placa de los hongos Fusarium solani,
Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme y Alternaria alternata en porcentajes superiores al
50% [Govin et al., 2019].
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Figura 18. Antagonismo en placa de C. coatesiae, M. rubricosum y C. rosea

Posteriormente, se realizaron pruebas de compatibilidad en placa entre las seis bacterias con mayor
capacidad antagonica en los ensayos de laboratorio: Peribacillus simplex (M2CC2), Bacillus
thuringiensis (M4PN3), Bacillus mycoides (M3H1 y M3H3), Bacillus simplex (M5EL3) y Bacillus
cereus (M6MZ4) (Figura 19). Se observo que las seis cepas seleccionadas no producen metabolitos

secundarios que puedan limitar su interaccion. Por lo que, fueron utilizadas como un consorcio
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bacteriano para el control biol6gico de hongos asociados a la defoliacion de Pinus spp. bajo

condiciones de cAmara himeda, invernadero y campo.

Figura 19. Ensayo de compatibilidad de cepas antagonistas de hongos

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos de produccién de la enzima quitinasa, la
produccion de sider6foros y el control biolégico en placa contra hongos patégenos, se
seleccionaron las bacterias Gram positivas que presentaron la mayor capacidad antagonica para
identificarles por el gen 16S ARNr como: Peribacillus simplex (M2CC2), Bacillus thuringiensis
(M4PN3), Bacillus mycoides (M3H1 y M3H3), Bacillus simplex (M5EL3) y Bacillus cereus
(M6MZ4) (Cuadro 10). Las cepas forestales se clasificaron molecularmente como
correspondientes a los géneros Bacillus y Peribacillus. Se ha observado que bacterias de estos
géneros tienen una alta resistencia a la temperatura y a productos quimicos por su capacidad para
formar endosporas; ademas de conferirles una vida util de entre uno a tres afios como producto
bioldgico [Kumar et al., 2012]. Diversas especies del género Bacillus han demostrado tener
actividad antago6nica contra microorganismos fitopatégenos de cultivos agricolas como el maiz,
arroz y frutales [Li et al., 2015; Wang et al., 2014]. Los principales mecanismos por los cuales
bacterias de este género tienen capacidad biocontroladora de patdgenos son: la produccion de
antibidticos, sideréforos, enzimas liticas, toxinas y la induccion de la respuesta sistémica de la

planta [Layton et al., 2011, Samaniego-Gamez et al., 2017]. También, Bacillus subtilis es una de
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las bacterias mas usadas como agente de control bioldgico, ya que ha demostrado su capacidad
como biocontroladora in vitro e in vivo de hongos como Fusarium sambucinum en semillas y
plantulas de Pinus elliottii, al reducir la accion nociva del patégeno. Asimismo, Bacillus spp.
pueden colaborar como promotores del crecimiento vegetal en el incremento de la longitud de las

plantulas, la masa verde y las variables de masa seca [Maciel et al., 2014].

Cuadro 10. Especies de bacilos Gram positivos aislados de suelo de la Sierra Norte de Puebla

Clave Identificacion bioquimica Identificacion genética
(% de similitud) (% de similitud)
M2CC2 Brevibacillus no reactivo (80.4) Peribacillus simplex (99.85)
M3H1 Bacillus cereus (95.5) Bacillus mycoides (100.00)
M3H3 Bacillus cereus (63.5) Bacillus mycoides (100.00)
M4PN3 Bacillus mycoides (48.9) Bacillus thuringiensis (100.00)
M5EL3 Bacillus cereus (80.0) Bacillus simplex (99.88)
M6MZ4 Bacillus cereus (99.6) Bacillus cereus (99.27)

La identificacion bioquimica se realizé comparando los perfiles metabélicos obtenidos en los APls 50CHB y 20E de las bacterias en la base de datos
de biomerieux. Para la identificacién genética se compararon las secuencias de las cepas en el banco de genes de NCBI y se selecciond la que

presentd un mayor porcentaje de similitud.

B. cereus (cepa M6MZ4) es una bacteria Gram positiva con forma de bastén, aerébica o anaerébica
facultativa, movil y formadora de esporas, con una distribucién muy variada en el ambiente
[Bottone, 2010]. Se describe como un patégeno humano volatil por relacionarse con la intoxicacion
alimentaria y ha sido asociada al control bioldgico en el sector agricola por ser una bacteria
quitinolitica con la capacidad de control de patdgenos como los hongos del genero Botrytis y
Cercospora arachidicola [Huang et al., 2005; Kokalis-Burelle et al., 1992; Kotiranta et al., 2000].
B. thuringiensis (M4PN3) es un bacilo Gram positivo cosmopolita que habita el suelo, es aerobio
facultativo y esporulado [Portela-Dussan et al., 2013]. Durante su fase de esporulacion produce
una inclusion parasporal, conformada por proteinas Cry y Cyt con actividad biologica que en la
agricultura se emplea para el control de plagas [Adang et al., 2014; Bravo et al., 2011]. Es el
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principal organismo a nivel mundial empleado para el control biolégico de insectos plaga,
impulsado en la actualidad por la creciente demanda de alimentos libres de pesticidas quimicos y
el uso de controladores amigables con el ambiente [Almeida et al., 2016]. Esta especie bacteriana
es productora de quitinasa, cualidad que le hace tener un potencial para el control bioldgico de
hongos [Sanchez y Barboza, 2017]. B. mycoides (M3H1 y M3H3), es un bacilo Gram positivo en
forma de baston y formador de esporas. Se ha descrito como un agente no patdgeno que coloniza
la filosfera con la capacidad de inducir la resistencia sistémica, ya que fomenta la actividad de las
enzimas: quitinasa, 3-1,3-glucanasay peroxidasa, relacionadas con la patogénesis [Bargabus et al.,
2002]. Esta bacteria ha demostrado su capacidad como controladora de B. cinerea en cultivos
agricolas debido a la secrecién de compuestos inhibidores volatiles y no volatiles, asi como puede
colaborar en la activacion de los sistemas de defensa del huésped [Guetsky et al., 2007]. También
ha demostrado ser un agente de biocontrol efectivo para hongos que provocan enfermedades en
raices como el frijol [Ghazal et al., 2013]. También, se identificd genéticamente a la bacteria
Peribacillus simplex (cepa M2CC2) como controladora del desarrollo fungico. Las especies de
Peribacillus estaban originalmente clasificadas en el género Bacillus y han sido recientemente
reclasificadas. El género Peribacillus comprende 17 especies Gram-positivas aisladas de diversos
nichos ecolégicos como el suelo y las plantas; son aerobias o anaerobias facultativas y su
crecimiento ocurre en el rango de temperatura entre 3 y 45°C [Patel y Gupta, 2020]. Se han
encontrado algunas especies como Peribacillus castrilensis, relacionadas a la promocion del
crecimiento vegetal y control biolégico debido a su capacidad de producir compuestos inhibidores
como lipopéptidos antifingicos y lograr la limitacién del desarrollo de patdgenos como D. solani
y E. amylovora [Rodriguez et al., 2020]. Otra cepa identificada con capacidad biocontroladora fue
Bacillus simplex (M5ELZ3); especie que se ha utilizado para controlar la pudricién de la raiz del
comino negro (Nigella sativa) causada por Fusarium camptoceras (PHYF1) en condiciones de
invernadero y de campo, reduciendo la afectacion por el hongo hasta en un 60% [Al-Sman et al.,
2019]. Tambien, se realizo un arbol filogenético de las especies identificadas genéticamente para
observar si existen relaciones entre las especies identificadas con capacidad antagénica de hongos
y las reportadas en el banco de genes de NCBI, para ello, se utilizé el método neighbor joining (NJ)
y el modelo de evolucion Jukes-Cantor con valores de bootstrap de 1000 réplicas con el programa

Mega X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Figura 20).
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Bacillus mycoides strain AFS052572 (OP986855.1)
Bacillus mycoides strain NOK111 (ON287188.1)
Bacillus mycoides strain DSM (HE985323.1)
14 || Bacillus mycoides strain BF1-5 (MT078667.1)

Bacillus mycoides BUAP M3H3 (OR452330.1)*
Bacillus cereus BUAP M6MZ4(OR452333.1)*
Bacillus cereus strain DW444 (NZ CP130337.1)
Bacillus cereus strain Z4 (NZ_CP130288.1)
Bacillus cereus strain SG24 (OR272331.1)
Peribacillus simplex BUAP MS5EL3 (OR452332.1)*
Peribacillus simplex strain QT421 (MT033036.1)
Peribacillus simplex strain YNC-4 (MF977326.1)
Peribacillus simplex NBRC (AB682206.1)
99 | Peribacillus simplex BUAP M2CC2(OR452328.1)*
Peribacillus simplex strain SH-B26 (NZ_CP011009.1)
Peribacillus simplex strain IHBB (KR085892.1)
Peribacillus simplex strain AFS047008 (OP986040.1)
Bacillus thuringiensis BUAP M3HI1 (OR452331.1)*
Bacillus thuringiensis strain SE (OR367306.1)
18 Bacillus thuringiensis strain FBL6 (OR342142.1)
12 Bacillus thuringiensis strain MT 1 (OR335416.1)
18 Bacillus mycoides BUAP M4PN3(OR452329.1)*

96 ' Bacillus mycoides strain P (0Q248066.1)
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Figura 20. Arbol filogenético de bacterias antagonistas de hongos, aisladas de la rizosfera de Pinus
spp. basado en la distancia de Neighbor-joining (NJ). La barra de escala indica el nimero de
sustituciones de base por sitio. Se muestran los valores de Bootstrap nodos, asi como las especies
de las bacterias y los nUmeros entre paréntesis indica los nimeros de acceso de las secuencias de
ADNr en GenBank. * Bacterias antagonistas de hongos aisladas de suelo forestal.

Ademas, se realizo la evaluacion de capacidad hemolitica de las seis bacterias seleccionadas como
un factor que indica patogenicidad, sembrandolas en agar gelosa sangre (Figura 21). El agar sangre
es un medio enriquecido para el aislamiento y crecimiento de microorganismos exigentes y para la
combinacion de reacciones hemoliticas. Se observo la produccién de halos hemoliticos alrededor
de las colonias bacterianas. Las bacterias que producen estas enzimas presentan un halo
transparente alrededor de las colonias a consecuencia de la lisis de los hematies [Murray et al.,
1999]. Existen diversas bacterias que pueden producir hemolisinas como Streptococcus salivaris,
Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa [Navarro-Navarro et al., 2011; Palavecino, 2004].
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Figura 21. Bacterias antagonicas de hongos en agar gelosa sangre

Esta técnica permitié encontrar que tres cepas antagonistas identificadas como B. cereus y B.
mycoides (2) producen hemolisis. La especie B. cereus es genéticamente diversa, se encuentra en
distintos nichos en el ambiente y puede contaminar los alimentos afectando a la salud de humanos
[Sanchez et al., 2016]. Por su parte, B. mycoides es una especie omnipresente en el suelo y la
rizosfera, con actividad benéfica para el desarrollo de las plantas y el biocontrol de patgenos,
productora de esporas y capaz de crecer hemoliticamente en placas de agar sangre [Kurniawan y
Chuang, 2021]. Ademas, B. mycoides, si bien no se considera una especie patdgena del humano,
se ha reportado como causante de infeccion en el torrente sanguineo [Heidt et al; 2019]. A partir
de los resultados encontrados en esta evaluacion, se excluyeron a las cepas identificadas como B.
cereus y B. mycoides de los ensayos de validacién in situ, por su posible capacidad patégena

humana.
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X.3 Aislamiento y caracterizacion de hongos asociados a pino

Se realizo el aislamiento e identificacion de los hongos presentes en las muestras de acicula de pino
en agar dextrosa papa (Figura 22). Se aislaron un total de 43 hongos a partir de las lesiones

encontradas en las aciculas: 8 de P. montezumae, 25 de P. patula 'y 10 de P. pseudostrobus.

Figura 22. Aislamiento de hongos asociados a Pinus spp. en agar papa dextrosa

Se observd que existen tres hongos fitopatdgenos compartidos entre las especies de pino; dos de
ellos, identificados como Curvularia coatesiae y Myrmaecium rubricosum, se encontraron
presentes en aciculas de P. patula 'y P. montezumae; ademas de que el hongo Clonostachys rosea
se identifico como relacionado con la defoliacion de P. montezumae y P. pseudostrobus al aislarse
de hojas de pino afectadas (Figura 23).

64



_Curvularia coatesiae
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Figura 23. Hongos en comun entre las especies P. montezumae, P. patula y P. pseudostrobus

Una vez obtenidos cultivos axénicos, se observan a microscopio sus estructuras reproductivas para

clasificarlos fenotipicamente, empleando la técnica de microcultivo en caja Petri (Figura 24).

Figura 24. Estructura reproductiva de Aspergillus sp. observada en microscopio éptico 40x
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Al mismo tiempo, se seleccionaron los nueve hongos que méas afectan a las especies P. patula, P.
montezumae y P. pseudostrobus, para ser identificados molecularmente mediante la amplificacion

y secuenciacion de las regiones intergénicas ITS1 e ITS2 (Figura 25).
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Figura 25. Gel de agarosa al 3% con productos de PCR de hongos aislados de pino. Carril 1:
marcador, carriles 2 al 19: productos de PCR de los hongos Aspergillus flavus, Chaetomium
globosum, Clonostachys rosea, Coprinellus diseminatus, Curvularia coatesiae, Hypoxylon
texense, Myrmaecium rubricosum, Paecilomyces formosus, Sordaria fimicola y carril 20: Testigo
negativo

La identificacion molecular mostr6 que los hongos seleccionados con mayor representatividad
pertenecen a diferentes géneros fangicos (Cuadro 11). EIl hongo con clave M3MZPP (3) se
identifico como Sordaria fimicola, una especie microscopica de distribucién cosmopolita que se
encuentra cominmente en las heces de los animales herbivoros. También, S. fimicola se ha
encontrado como biocontroladora de hongos fitopatdgenos in vitro, inhibiendo en porcentajes
superiores al 50% el crecimiento micelial de Pestalotiopsis guepinii, Colletotrichum capsici,
Curvularia lunata, Alternaria alternata y Fusarium oxysporum [Jeamjitt et al., 2007]. Asimismo,
se identifico otro hongo como Aspergillus flavus, un sapréfito del suelo y patdgeno oportunista de
humanos y plantas. Este hongo causa intoxicacion alimentaria y también produce metabolitos
secundarios toxicos y cancerigenos conocidos como aflatoxinas [Majumdar et al., 2018]. También,
Clonostachys rosea se encontro relacionado a la pérdida foliar. Esta especie fungica se ha descrito
como importante biocontroladora de hongos de plantas por producir enzimas quitinasas y
glucanasas; asi como también produce metabolitos secundarios como péptidos e induce la respuesta

sistémica de las plantas [Roberti et al., 2008; Rodriguez et al., 2011]. Ademas, se ha observado a
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Clonostachys rosea como un hongo presente en lesiones necréticas en aciculas de Pinus coulteri y
P. ponderosa [Ivanova et al., 2017]. Se identificd también a Hypoxylon texense, que es uno de los
géneros mas grandes de Xylariales y comprende mas de 200 especies. Este género se encuentra
principalmente asociado con arboles de angiospermas como saprofitos y endofitos con presencia

en todos los ecosistemas forestales del mundo [Pourmoghaddam et al., 2020].

Cuadro 11. Identidad de los hongos asociados a Pinus spp. de la Sierra Norte de Puebla.

Clave Especie Similitud Numero de Morfologia Morfologia
(%) acceso macroscopica microscopica

M3MZPP (3)  Sordaria fimicola 100.00 0Q975675 ‘\/ N N
'Y | \\\‘ / ‘”‘

MSPPYPPS Aspergillus flavus 100.00 0OQ975446

M3PPYPPS Clonostachys rosea 99.81 0Q975449

M14PPS Hypoxylon texense 100.00 ©OQ975509




Cuadro 11. Continuacion

M16PPYPPS Paecilomyces formosus 99.85 0Q975451

M27PPYPPS Curvularia coatesiae 99.83 0Q975457

OM1PSYPM Myrmaecium rubricosum 100.00 0Q975458

MG6PPYPPS Chaetomium globosum 100.00 0Q975448

ZM2PPYPM Coprinellus diseminatus ~ 99.84 0Q975676

El porcentaje de similitud corresponde al obtenido una vez comparadas las secuencias de las cepas fungicas aisladas de Pinus spp. en el banco de
genes de NCBI.
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Igualmente, se hallé relacionado a la pérdida de aciculas en Pinus spp. al hongo P. formosus, que
es un patdgeno de plantas que se ha identificado en el sector forestal como el agente causal de la
muerte regresiva del roble, provocando el amarillamiento de las hojas y la muerte de ramas y tallos
[Sabernasab et al., 2019]. A la par, otro microorganismo que se identifico corresponde al género
Curvularia, el cual estd compuesto por sapréfitos cosmopolitas que incluyen especies patdgenas
de plantas, animales y humanos [Marin-Felix et al., 2020]. Particularmente, la especie C.
coatesiae se ha descrito como el agente causal del tizon de las plantas de arroz [Liu et al., 2020].
Del mismo modo, M. rubricosum también se encontrd asociado a la defoliacion en pinos. Los
miembros del género Myrmaecium tienen una distribucion mundial y son sapréfitos que afectan
arboles coniferos y de hoja ancha que se encuentran inmunocomprometidos [Jaklitsch et al., 2015].
Ademas, M. rubricosum se ha reportado como patégeno de plantas de agave al causar
marchitamiento, manchas y clorosis [Campos-Rivero et al., 2019]. Asimismo, se identifico al
hongo Coprinellus disseminatus que corresponde a la familia Psathyrellaceae, especie que
desarrolla cuerpos fructiferos acampanados y son comunmente saprofitos [Menéndez, 2006]. De
la misma manera, se ha demostrado que C. disseminatus puede proporcionar nutrientes para
promover la germinacion de semillas y el desarrollo de plantulas de C. appendiculata [Gao et al.,
2022]. Ademas, C. disseminatus es considerado como una fuente alternativa de compuestos
biologicamente activos [Novakovi¢ et al., 2016]. C. globosum es un hongo reportado como
biocontrolador del nematodo del quiste de la papa (Globodera rostochiensis), que es una de las
plagas de Solanum tuberosum L. de mayor importancia econdmica a nivel mundial [Bairwa et al.,
2023]. También se ha reportado como un hongo endoéfito de plantas medicinales con la capacidad
de producir compuestos bioactivos naturales y con potencial uso en la industria, representando un
recurso importante que tiene aplicaciones biotecnoldgicas en la agricultura, la industria y la
medicina [Lata et al., 2020]. Ademas, se realiz6 un arbol filogenético de las especies identificadas
genéticamente, utilizando el método neighbor joining (NJ) y el modelo de evolucién Jukes-Cantor
con valores de bootstrap de 1000 réplicas usando el programa Mega X (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) (Figura 26).
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Aspergiflus flavus isolate Sample-325 (0422548 .1)

100 | Aspergilius flavus strain MSPPyPFS (OQ975446) ™
Aspergillus flavus isolate Eqypt/BSU-12 (OQ438649.1)

a4 Aspergifius flavus isolate TKM112 (OQ557080.1)
Peciformyses formosus strain M16PPyPPS (OQ975451)
Paecilomyces formosus strain KER-OHADHTS (MKE38993.1)

65 Paecilomyces formosusisolate Yu1-2 (MGB27161.1)

Paecifomyces formosus strain Pf388 (MF175867.1)

Curvufaria coatesiae isolate SC2- 112 (MK804384.1)

1wo | Cunvufaria coatesiae isolate 582847 (MT341811.1)

— Curvularia coatesiae strain junF8 (MN756676.1)
Curvularia coatesiae strain M27PPyPPS (OQ875457)*

Hypoxylon texense culture DSM: 107928 (MK287527.1)

wo | Hvpoxylon texense culture DSM:-107933 (MK287536.1)
Hypoxylon texense culture DSM: 107929 (MK287528.1)
[ Hypoxyfon texense strain M14PFS (OQ875509)
Chaetomium gfobosum clone SF 527 (MT529803.1)
wo | Chaetomium globosum clone SF 132 (MT525408.1)
Chaetomium globosum clone EF 455 (MT529104.1)

44 Chaetomium globasum strain MGPPyPFPS (OQ875448) ™

Sordaria fimicola isolate KoRLIO47332 (MN341414.1)
o | Sordaria fimicola isolate KoRLIO47331 (MN341413.1)

Sordaria fimicola isolate KoRLIO47330 (MN341412.1)
Soardaria fimicola strain MAMZPP(3) (OQ975675)"

Clonostachys roseaisolate 99 (MT945263.1)

wo | Clonostachys roseaisolate 10 (MT945226.1)
Clonostachys roseaisolate NESO1 & 18medB (MN452777.1)
Clonostachys rosea strain MAPPyPPS (OQ975449)*

Myrmaecium rubricosum strain VRF (KPE87881.1)

100 | Myrmaecium rubricosum strain OM1PSyPM (OQ875458) ™
| Myrmaecium rubricosum strain VRJ1 (KPE87883.1)

Myrmaecium rubricosumisolate H2 1 (MK041894.1)

*

Coprinelius disseminatus voucher FAZ 723 (MKB843947 .1)

100 | Coprinefius disseminatus voucher CEQCA-M1203 (KC771477.1)
Coprinelius disseminatus isolate Ctu0211 (MTS08586.1)
Coprinelius disseminatus strain ZM2PPyFM (OQS875676) ™

Figura 26. Arbol filogenético de hongos asociados a la defoliacion en Pinus spp. de la Sierra Norte
de Puebla basado en la distancia de Neighbor-joining (NJ). La barra de escala indica el nimero de
sustituciones de base por sitio. Se muestran los valores de Bootstrap junto a los nodos, asi como
las especies de los hongos y los numeros entre paréntesis indica los nUmeros de acceso de las
secuencias de ADNr 16S en GenBank. * Hongos aislados de la Sierra Norte de Puebla
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X.4 Patogenicidad y control biol6gico en condiciones de camara humeda

En los ensayos de patogenicidad se observé que las aciculas de pino con mayor susceptibilidad a
los tres hongos representativos fueron las de P. patula, ya que mostraron desarrollo micelial
considerable respecto al testigo y un proceso de enfermedad avanzada a los siete dias de infeccion.
Asimismo, se alcanzd un porcentaje de infeccion del 50% respecto a la aplicacion del hongo M.
rubricosum y del 75% respecto a los hongos C. coatesiae y C. rosea. También se encontrd la
formacion de abundantes puntos negros, debido a la presencia de los hongos C. coatesiae y M.
rubricosum; asi como de color blanco ocasionados por la infeccidn con el hongo C. rosea (Cuadro
12).

Cuadro 12. Ensayos de patogenicidad en cAmara hiumeda

Pino/Hongo C. coatesiae M. rubricosum Clonostachys rosea

Pinus patula

Pinus

montezumae

Pinus
pseudostrobus

En el cuadro se observa la afectacion causada siete dias posteriores a la infeccion de los hongos C. coatesiae, M. rubricosumy C. rosea a las aciculas
de P. patula, P. montezumae y P. pseudostrobus.
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Las aciculas de la especie P. montezumae mostraron susceptibilidad a la presencia de los tres
hongos seleccionados en diferente proporcion, encontrando mayor vulnerabilidad a la presencia
del hongo C. rosea con un porcentaje de superficie afectada del 50% y de los hongos C. coatesiae
y M. rubricosum con porcentajes del 25%. Se observo la presencia de abundantes puntos blancos
en las aciculas de P. montezumae por la infeccion con el hongo Clonostachys rosea y de algunos
puntos negros por el hongo C. coatesiae y M. rubricosum. Las aciculas de la especie P.
pseudostrobus presentaron la mayor resistencia a la infeccion por los tres hongos seleccionados,
mostrando un bajo desarrollo de la enfermedad en porcentajes de hasta 10% para los hongos C.
coatesiae y M. rubricosum; asi como de 25% para el hongo C. rosea. También, se encontraron
algunos puntos de color blanco en las aciculas de P. pseudostrobus debido a la presencia del hongo

C. rosea y de color negro para los hongos C. coatesiae y M. rubricosum.

Simultaneamente, se realizaron los ensayos de control bioldgico con las bacterias seleccionadas de
suelo forestal. Después de siete dias de tratamiento, se observd que la inoculacion con la mezcla
bacteriana (P. simplex, B. thuringiensis, B. mycoides (2), B. simplex y B. cereus) brind6 un efecto
protector al desarrollo de hongos en el tejido de las aciculas. La aplicacion del consorcio inhibio el
desarrollo de micelio en las hojas de los pinos bajo condiciones de humedad y la afectacién a la
superficie de las aciculas fue menor al 10% (severidad). La diferencia en el crecimiento de los
hongos, con y sin la presencia bacteriana, nos muestra que las cepas forestales seleccionadas
pueden limitar el desarrollo de los organismos flngicos en el tejido de las aciculas de Pinus spp.
bajo condiciones de humedad. En las hojas de Pinus patula tratadas con bacterias, se observo un
cambio de coloracion por necrosis foliar con afectacion de hasta 10% de la superficie de la hoja sin
desarrollo de micelio. Para las aciculas de P. montezumae, no se encontrd desarrollo de micelio o
cambios de coloracion ocasionados por la presencia de los agentes fungicos, pero si necrosis en la
superficie menor al 10%. Mientras que las hojas de la especie P. pseudostrobus, se vieron afectadas

en porcentajes menores al 10% por la accion de los hongos (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Ensayos de control bioldgico en cdmara himeda

Pino/Hongo C. coatesiae M. rubricosum Clonostachys rosea

Pinus patula

Pinus

montezumae

Pinus

pseudostrobus

En el cuadro se observan las aciculas de P. patula, P. montezumae y P. pseudostrobus tratadas con bacterias aisladas de suelo forestal e infectadas
con hongos asociados a la defoliacion.
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X.5 Patogenicidad y control bioldgico bajo condiciones de invernadero

Figura 27. Produccion de pinos en vivero en la localidad de Pueblo Nuevo

Se realizaron visitas al vivero forestal “Pefiuclas, Pueblo Nuevo”, ubicado en el municipio de
Zacatlan para la obtencion de plantas pequefias de pino y la aplicacién de la herramienta para el
analisis social. En este vivero se producen cerca de 500 000 plantas por afio de cinco especies de
pino diferentes: P. patula, P. greggi, P. pseudostrobus, P. ayacahuite y P. montezumae (Figura
27). Este vivero provee plantas de pino para plantaciones de aprovechamiento maderable y también
para los procesos de reforestacion de la Comision Nacional Forestal. En este sitio laboran de 5 a
10 viveristas cuya presencia esta definida por la necesidad en la produccion a lo largo del afio. Se
obtuvieron 150 arboles pequefios de las especies: P. patula, P. montezumae y P. pseudostrobus
para utilizarlos en las pruebas de patogenicidad y control bioldgico bajo condiciones de
invernadero. Estos arboles de pino se colocaron en bolsas de plastico con sustrato forestal y se
mantuvieron en condiciones de invernadero para su uso en los ensayos de patogenicidad y

antagonismo in vivo (Figura 28).
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Figura 28. Plantas de Pinus spp. con diferentes tratamientos

Para determinar si las lesiones observadas en las hojas de los pinos y la caida de aciculas se
encontraban relacionadas con la presencia de hongos, plantas pequefias de P. patula, P.
montezumae y P. pseudostrobus se infectaron con los hongos aislados en comin entre las tres
especies y se observaron las afectaciones causadas por estos durante nueve meses. Se detect6 que
la infeccion de las plantas con los organismos fungicos llevo al desarrollo de enfermedad en las
plantas de pino, causando el crecimiento de micelio en las hojas de las plantas de pino, clorosis,

desecamiento y defoliacion (Figura 29).
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Figura 29. Crecimiento de C. rosea en las aciculas de P. pseudostrobus de invernadero

A los tres y nueve meses de aplicados los tratamientos se evaluaron los pardmetros de incidencia y
severidad provocados por la presencia de los agentes fangicos; asi como su biocontrol mediante
bacterias endémicas del sitio de estudio. Se encontré que la infeccién con hongos causé multiples
lesiones a las aciculas de los pinos, lo que ocasioné la pérdida foliar en las tres especies y en casos
graves la muerte de las plantas.
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Figura 30. Incidencia de la enfermedad en P. patula. Lesiones presentes por cada acicula en los ensayos de
patogenicidad y biocontrol con la mezcla de Bacillus (P. simplex, B. thuringiensis, B. mycoides (2), B. simplex y B.
cereus) a los 3 'y 9 meses posteriores a la aplicacién de los tratamientos.
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Figura 31. indice de severidad de la enfermedad en P. patula. indice de severidad de los ensayos de
patogenicidad y biocontrol con la mezcla de Bacillus (P. simplex, B. thuringiensis, B. mycoides (2), B. simplex y B.
cereus) a los 3 'y 9 meses posteriores a la aplicacion de los tratamientos.
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A los tres meses de tratamiento, la especie P. patula present6 la mayor incidencia (16.33+02.52
lesiones por acicula) e indice de severidad de la enfermedad (56.00+0.50%) con la presencia del
hongo C. coatesiae (Figura 30 y 31). Por su parte, la especie P. pseudostrobus tuvo la mayor
incidencia por la afectacion de los hongos M. rubricosum y C. rosea con 09.0£1.00 y 13.5+01.29
lesiones por acicula respectivamente (Figura 34). También, en el de indice de severidad, las
especies P. patula y P. pseudostrobus mostraron el mayor porcentaje de superficie afectada con
48.00+0.55% por la presencia del hongo M. rubricosum. Asi como la especie P. pseudsotrobus
tuvo la mayor area de dafio en las aciculas debido al hongo C. rosea con un valor de 64+0.84%. En
la segunda evaluacion, a los nueve meses de tratamiento, se observo el incremento de las lesiones
y la severidad en todas las plantas. La especie P. patula presentd la mayor cantidad de lesiones por
la presencia de los tres hongos, con valores de 24+0.71 lesiones por acicula por la presencia de C.
coatesiae, 17.66+1.53 lesiones por acicula con M. rubricosum y 18+1.73 lesiones por acicula con
Clonostachys rosea. Ademas, para el indice de severidad, la especie P. patula mostr6 la mayor
afectacion por los tres hongos, con valores de 92+12.36% para C. coatesiae, 72+11.69% para M.
rubricosum y 88+12.36% para C. rosea. Estos resultados nos muestran que los hongos no son
especificos y tienen la capacidad de afectar a las tres especies de pino en diferente proporcion.
Ademas, los ensayos de patogenicidad evidenciaron que la presencia flngica ocasion6 una mayor

afectacion a la especie P. patula, cuya susceptibilidad puede deberse a su fisiologia.
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coatesiae rubricosum rosea

Figura 32. Incidencia de la enfermedad en P. montezumae. Lesiones presentes por cada acicula en los
ensayos de patogenicidad y biocontrol con la mezcla de Bacillus (P. simplex, B. thuringiensis, B. mycoides (2), B.
simplex y B. cereus) a los 3 y 9 meses posteriores a la aplicacion de los tratamientos.
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Figura 33. indice de severidad de la enfermedad en P. montezumae. indice de severidad de los ensayos
de patogenicidad y biocontrol con la mezcla de Bacillus (P. simplex, B. thuringiensis, B. mycoides (2), B. simplex y B.
cereus) a los 3 y 9 meses posteriores a la aplicacion de los tratamientos.

Paralelamente a los ensayos de patogenicidad se evalué el efecto biocontrolador de las bacterias
bajo condiciones de invernadero. Para ello, plantas pequefias de pino de las tres especies en estudio
se inocularon con las bacterias antagonistas seleccionadas (P. simplex, B. thuringiensis, B.
mycoides (2), B. simplex y B. cereus) y se infectaron con los hongos encontrados en comun (C.
coatesiae, M. rubricosum y C. rosea). Después de tres y nueve meses de tratamiento se realizo la
evaluacion del control de la incidencia y severidad de la enfermedad causada por la presencia de
los hongos. En estas evaluaciones se encontr6 que la afectacion producida por la presencia de los
hongos disminuye en las tres especies de pino al ser inoculados con bacterias con capacidad
antagdnica, en comparacion a los tratamientos de patogenicidad. En ambas evaluaciones la especie
P. montezumae mostro la menor incidencia y severidad de la enfermedad causada por la infeccién
con los tres hongos (Figura 32y 33). A los tres meses de tratamiento, el menor indice de severidad
de la enfermedad se encontrd en los pinos de la especie P. montezumae en los tratamientos contra
la infeccion de C. coatesiae y M. rubricosum, con valores de 28+0.45 y 24+0.55 %
respectivamente. Para el control del hongo C. rosea, la especie que tuvo la menor severidad fue P.
pseudostrobus con un valor de 28+0.55 % (Figura 35). También, la especie que mostré el menor
namero de lesiones por acicula debido a la presencia de los hongos fue P. montezumae, con valores

de 2.66+0.58 para C. coatesiae, 2.5+0.59 para M. rubricosum y 2.75+0.82 para C. rosea.
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Figura 34. Incidencia de la enfermedad en P. pseudostrobus. Lesiones presentes por cada acicula en los
ensayos de patogenicidad y biocontrol con la mezcla de Bacillus (P. simplex, B. thuringiensis, B. mycoides (2), B.
simplex y B. cereus) a los 3 y 9 meses posteriores a la aplicacion de los tratamientos.
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Figura 35. indice de severidad de la enfermedad en P. pseudostrobus. indice de severidad de los ensayos
de patogenicidad y biocontrol con la mezcla de Bacillus (P. simplex, B. thuringiensis, B. mycoides (2), B. simplex 'y B.
cereus) a los 3 y 9 meses posteriores a la aplicacion de los tratamientos.
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A los nueve meses de tratamiento se observé un comportamiento semejante al de la primera
evaluacion. La especie que tuvo el menor nimero de lesiones fue P. montezumae, con 10.8+0.83
lesiones por la presencia de C. coatesiae, 9.2+0.83 con M. rubricosum y 8.6£0.89 con C. rosea.
Ademas, nuevamente la especie que mostrd el mayor numero de lesiones por cada acicula e indice
de severidad debido a la presencia de los hongos fue P. patula. Para el pardmetro de severidad, la
especie que tuvo mayor beneficio por el biocontrol fue P. montezumae, con valores de 44+11.18%
contra C. coatesiae, 44+11.18% contra M. rubricosum y 56+20.91% contra C. rosea. Asimismo,
la especie P. pseudostrobus se beneficid con la aplicacion de bacterias al disminuir la severidad de
la enfermedad en porcentajes del 16 al 30%. Los resultados de control biolégico en condiciones de
invernadero coinciden con los obtenidos en los ensayos de patogenicidad al mostrar que la especie
P. pseudostrobus es la mas resistente a la presencia de los hongos, mientras que la especie P. patula
es la que presenta la mayor susceptibilidad a las enfermedades fungicas. En otras investigaciones
también se ha demostrado que el uso de bacterias aisladas de la rizosfera de las plantas del género
Bacillus, como B. subtilis, B. megaterium, y B. brevis son eficientes para el biocontrol del
desarrollo de hongos del género Fusarium en plantas de romero bajo condiciones de invernadero,
ya que logran disminuir del 20 al 38% la severidad ocasionada por la enfermedad [Haggag, 2008;
Saleh et al., 2021]. Igualmente se ha encontrado que B. simplex es capaz de reducir la incidencia
de infeccion por los hongos Heterobasidion annosum y Armillaria mellea, en porcentajes de 55%
y 46.9% en plantulas de invernadero de Pinus radiata [Mesanza et al., 2016]. Por otro lado, también
se ha probado que B. pumilus aislada de P. massoniana puede biocontrolar el 85% de la afectacién
causada por Sphaeropsis sapinea a nivel in vitro y 90% bajo condiciones de invernadero en plantas
de pino, debido a la produccién de metabolitos secundarios que dafian al micelio y retrasan la
germinacién de esporas [Dai et al., 2021].

X.6 Evaluacion de control biol6gico bajo condiciones naturales

Se valoro el control bioldgico de organismos fungicos asociados a la defoliacion en un predio
forestal ubicado en Chignahuapan, Puebla. EI procedimiento se realizé mediante la inoculacion de
arboles de la especie P. patula afectados por hongos, con tres tratamientos. Cada tratamiento se
aplico por aspersion con motobombas siguiendo el protocolo elaborado en esta investigacion
(Anexo XI11.2). Un tratamiento consistio en la inoculacion de pinos con la mezcla de tres bacterias
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seleccionadas con mayor eficiencia biocontroladora en los ensayos in vitro y que no presentaron
hemdlisis en agar gelosa sangre (P. simplex, B. thuringiensis y B. simplex). Del mismo modo, se
trataron arboles enfermos con un fungicida comercial para contrastar el efecto bacteriano con el
uso de un producto quimico y el tratamiento control sin aplicacion de sustancias. Se realizé la
validacion del control biol6gico de los hongos a los siete meses posteriores a la aplicacion de estos
tratamientos al evaluar la presencia de lesiones en las aciculas de los pinos y la severidad de la

enfermedad causada por los fitopatdgenos (Figura 36).

Figura 36. Aplicacion de mezcla bacteriana a P. patula
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Figura 37. Aciculas de P. patula con diferentes tratamientos

En las aciculas de las plantas de pino de los tratamientos control y quimico se observé la presencia
de las afectaciones ocasionadas por los hongos en forma de amarillamiento y desecacion del tejido,
condicion que posteriormente lleva a la defoliacion en los arboles de pino. En cambio, el
tratamiento con bacterias colabord en el control de la enfermedad al disminuir visiblemente la
presencia de los hongos (Figura 37). Asimismo, se encontrd que la aplicacion bacteriana beneficio
la salud de las plantas de pino al reducir el indice de severidad de enfermedad por hongos en un
50% respecto al control (Figura 38). Ademas, el control biolégico mostrd el nGmero menor de
lesiones por acicula en las hojas de los pinos con 1.17+0.73, mientras que el tratamiento control y
el quimico presentaron una incidencia de lesiones por acicula superior a siete sin diferencias

significativas entre ellos (Cuadro 14).

Cuadro 14. Parametros de sanidad en plantas de Pinus patula bajo condiciones de campo

Tratamiento indice de severidad  Incidencia de lesiones
Control 51.11+6.86 a 7.33£2.36 a
Quimico (2,4,5,6-tetracloroisoftalonitrilo) 43.89+7.12 a 7.17£2.85 a
Bacillus (P. simplex, B. thuringiensis y B. simplex) 25.12+1.17 b 1.17£0.73 b

Las medias estadisticas con la misma letra para la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey, p < 0,05).
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Figura 38. indice de severidad e incidencia de lesiones a arboles de Pinus patula tratados

Los resultados obtenidos en los ensayos in situ demuestran que el uso de bacterias endémicas del
bosque de la Sierra Norte de Puebla con capacidades antagonicas son una alternativa al manejo de
hongos patdgenos en el sistema natural al controlar las afectaciones que llevan a la defoliacion en
Pinus spp. En otras investigaciones ya se ha demostrado que el uso de bacterias para control
bioldgico es eficiente en el combate de enfermedades en ambientes naturales, por ejemplo, se ha
observado que aislados de P. fluorescens, E. billingiae y B. simplex tienen efectos antagonicos
contra F. circinatum en arboles jovenes de P. radiata y se puede reducir el crecimiento del hongo
in vitro entre un 17% y 29%; asi como en condiciones naturales se disminuye la incidencia de las
lesiones entre un 22 %y un 25 % [lturritxa et al., 2017]. Ademas, también en &rboles de P. radiata
la cepa B. simplex S11R41, aislada de la rizosfera de plantas de pino ha demostrado ser antagonista
de los hongos de la pudricion de la raiz del pino Heterobasidion annosum y Armillaria mellea, bajo

condiciones in vitro y en arboles jovenes [Mesanza et al., 2019].
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X.7 Caracterizacion de la importancia social
X.7.1 Mapeo de la cadena productiva

La cadena productiva del pino en la Sierra Norte de Puebla tiene una composicion simple con dos
tipos de produccidn inicial, la primera de ellas es la produccion realizada en los viveros forestales
y la segunda es la reproduccion natural que se da en el bosque de la region. Ambos tipos de
produccion tienen los mismos usos y beneficios e incluyen actores en comun. Sin embargo, se

componen de rutas de produccién con etapas distintas (Figura 39).

Produccion de pino en la Sierra Norte de Puebla
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Figura 39. Mapeo de la cadena productiva del pino de la Sierra Norte de Puebla
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La produccién en vivero es completamente dependiente de la mano del hombre y consta de las
diversas actividades. Lo primero que se realiza es la colecta de semilla, por el personal que labora
en los viveros en ubicaciones cercanas a la plantacién, con lo que se incrementa la posibilidad de
adaptacion de las plantas. Es una labor complicada por las caracteristicas de los arboles de pino, ya
que se encuentran dispersos, con cosechas variables y poseen gran altura. Esta es una actividad
clave en la multiplicacion de las especies de pino de la region, pues cada una de las semillas es
potencialmente un nuevo individuo. Una vez recolectadas, las semillas requieren ser almacenadas
con condiciones de humedad y temperatura reguladas, asi como un manejo adecuado para evitar la

presencia de plagas y/o enfermedades en ellas y prepararlas para su germinacion [Willan, 2001].

Es importante sefialar que, a mencion de los viveristas de la region, las semillas reciben tratamiento
quimico para evitar su infeccion por patégenos. Se continGa con la siembra de cada una de las
semillas en un sustrato nutritivo que beneficie su germinacion y crecimiento como plantula. Las
principales caracteristicas que debe tener el sustrato son: buena porosidad, permitiendo la
disponibilidad de agua y oxigeno, asi como del movimiento radical; facilitar el acceso a los
nutrientes necesarios para el crecimiento de las plantas que sean complementados con los
fertilizantes; brindar el soporte fisico para la posicién vertical de las plantas y su rigidez. La
mayoria de los sustratos en los viveros forestales son formulados a base de: agrolita, vermiculita,
tierra de monte y peat moss, en diferentes proporciones [Rodriguez-Laguna, 2010]. Una vez
germinadas se realizan riegos periddicos a las plantulas, cominmente aplicando la técnica de
aspersion, la cual requiere de una bomba, tuberias y aspersores o mangueras. El agua utilizada en
el riego es la obtenida a partir de los sistemas de agua municipales y pozos profundos. El riego es
una parte critica de las labores culturales de un vivero, y la aplicacién de agua en las plantas

depende de las necesidades por especie y las condiciones climaticas del lugar [Quiroz et al., 2009].

Posteriormente, se les adiciona fertilizante para colaborar en su desarrollo; esto debido a que el
sustrato en el que se encuentran las plantas regularmente tiene un bajo contenido nutritivo y es
necesario el suministro de los nutrientes minerales requeridos para el crecimiento normal de la
planta. Este proceso se realiza principalmente a traves del suministro de fertilizantes sélidos al
sustrato [Prieto et al., 2009]. Ademas, en caso de presentarse algin agente patogeno que limite el
desarrollo de las plantas, se aplican formulaciones quimicas de amplio espectro para su control y/o

erradicacion. Aunque se debe mencionar que en los viveros de la region también se aplican
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biologicos para la prevencion de enfermedades como lo son las formulaciones a partir de hongos
del género Trichoderma, los cuales colaboran en el desarrollo de la planta al promover su
crecimiento y brindarles proteccion contra patdgenos. En todas las actividades se involucra
personal dedicado a la produccién de plantas de pino en viveros forestales, los cuales laboran de
forma estacional, dependiendo de la demanda de actividades en el vivero. Ademas, se implican
técnicos de la Comision Nacional Forestal para regular los procedimientos productivos y bidlogos
que apoyan en el proceso; también son necesarios proveedores de productos como los plaguicidas
y fertilizantes, y prestadores de servicio para el mantenimiento de los viveros. De esta produccion
en vivero se obtienen plantulas de pino que se comercializan al menudeo. Para ello se realizan las
siguientes actividades: primero se empacan los pinos en bolsa para su transporte hacia un punto de
comercializacion que actla como intermediario, en el proceso se brindan los cuidados necesarios
para el manejo y desarrollo de las plantas de pino, se realizan riegos, la adicion de nutrientes al
sustrato y plaguicidas de ser necesarios. En esta etapa de produccién se ven implicados
principalmente transportistas, vendedores y proveedores. Todos estos actores obtienen un beneficio
econdmico por su labor en medida de lo realizado. Una vez en la ubicacion de venta al menudeo,
las plantas de pino ahora en condiciones de bolsa tienen tres posibles destinos que marcaran su uso
y manejo final. El primero de estos es el uso doméstico, el cual tiene como finalidad brindar una
planta en el hogar de caracter puramente ornamental. El segundo es el uso industrial, enfocado a la
generacion de pinos de talla grande para la obtencion de productos como la madera y la celulosa,
lo cual abre entonces nuevas cadenas productivas para la obtencidn de productos terminados como
lo son tablas y muebles. Y el tercero son los pinos destinados a reforestacion de parcelas, es decir,
las plantas de pino que son plantadas donde se requiere un incremento en la densidad arborea. La
mayoria de las plantas de pino producidas bajo condiciones de invernadero tienen como uso la
reforestacion del bosque para posteriormente ser aprovechadas para la obtenciéon de recursos
materiales y beneficios ecosistémicos como la generacién de oxigeno, la regulacion del clima y

mejora del paisaje.

La cadena de produccién que sigue la ruta natural es muy simplificada, comprende Unicamente dos
actividades: la primera es el manejo cultural de los predios forestales llevado a cabo por los
propietarios, personal de los distintos ejidos encontrados en la Sierra Norte de Puebla y técnicos de
la Comision Nacional Forestal. Este manejo involucra una serie de practicas de limpieza y poda, la

recoleccion de semillas y el monitoreo de la presencia de plagas y enfermedades en los arboles de
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pino. Y la segunda actividad es el control de plagas y enfermedades que realiza la Comision
Nacional Forestal a partir de brigadas, accion que se efectla principalmente a partir de la aplicacion
de formulaciones quimicas de amplio espectro. Las plantas de pino obtenidas en esta produccion
tienen como uso principal la reforestacion, seguida del aprovechamiento industrial para la
obtencion de madera. EI mapeo de la cadena productiva de pino ayudo6 a identificar los actores que
tienen injerencia en la produccion de pino. Se encontr6 que para la produccion realizada en viveros
forestales se tiene como actores principales a los viveristas, pues ellos desarrollan la mayoria de
las labores de producciédn del pino, regulados por las autoridades ejidales y la CONAFOR; actdan
también como actores secundarios los transportistas, intermediarios y proveedores de insumos
como fertilizantes y plaguicidas. Finalmente, como ultimo eslabdn de la cadena artificial tenemos
a la sociedad en general si su uso es doméstico o para reforestacion y la apertura de una nueva
cadena productiva si su uso es de caracter industrial. Por otra parte, en la ruta que se sigue a partir
de la reproduccion natural se ven involucrados como actores clave a los duefios de los predios

forestales y el personal de la CONAFOR.

X.7.2 Identificacion de actores clave

La caracterizacion de los diferentes eslabones que conforman la cadena productiva forestal en el
sitio de estudio nos permitid identificar a los personajes con mayor importancia en la produccion
del pino de la region. Por lo que se sugiere a partir de este andlisis, la inclusion como actores clave
para aplicar la encuesta de valoracion social de la importancia que tiene el bosque de pino a los
viveristas que laboran en la produccion de pino, asi como a los propietarios de predios forestales
de la Sierra Norte de Puebla y los miembros de la CONAFOR que brindan apoyo para el manejo
del bosque de pino (Cuadro 15).

Cuadro 15. Actores clave identificados en la cadena productiva del pino de la Sierra Norte de
Puebla

Produccion en vivero Reproduccion natural
Viveristas Propietarios de predios forestales
Personal de CONAFOR Personal de CONAFOR
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X.7.3 Disefio y aplicacion del instrumento de valoracion social

Se formul6 el instrumento para la valoracion social de la importancia que tiene el bosque de pino
en la Sierra Norte de Puebla (Anexo A), el cual permitié valorar la importancia del sector forestal
y los posibles beneficios obtenidos a partir del control bioldgico de las enfermedades causadas por
hongos en el Norte de Puebla. La encuesta se dirigié a los actores clave detectados en la cadena
productiva del pino en la region (Viveristas, propietarios de predios forestales y personal de
CONAFOR). A partir de esta herramienta se valoro la percepcion de la importancia que tiene el
bosque de pino a 25 actores clave de la produccion del pino en el norte de Puebla, que incluyeron
13 mujeres y 12 hombres, lo que indica que la proporcion de sexos es homogeénea (Figura 40). La
poblacion present6 edades de entre 21 y 62 afios, con los individuos de menor edad entre el personal

dedicado a la produccion de pinos en viveros forestales.

B Femenino

B Masculino

Figura 40. Sexo de los actores clave de la cadena productiva del pino de la Sierra Norte de Puebla

Se observé que el 36% de los actores clave tienen mas de 10 afios dedicados a actividades
relacionadas con el sector forestal, en su mayoria estdn representados por el personal de
CONAFOR y propietarios de predios forestales (Figura 41).
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= mas de 10 afios

Figura 41. Tiempo dedicado a actividades relacionadas con el sector forestal de los actores clave

Ademas, el 100% de la poblacion encuestada considera que los recursos forestales son de utilidad
en su comunidad, debido principalmente a que colabora en la obtencion de madera, combustible y
servicios ambientales (Figura 42).

Combustible 14 (56 %)

9 (36 %)

Turismo

Obtencion de alimentos 7 (28 %)

Madera 21 (84 %)

Servicios ambientales 20 (80 %)
0 5 10 15 20 25

Figura 42. Uso de los recursos forestales en la Sierra Norte de Puebla

También, es significativo destacar que el 92% de las personas encuestadas cree que es muy
importante preservar el bosque de pino, considerandolo asi principalmente por la necesidad de
conservar los servicios ecosistémicos, ayudar a la biodiversidad y mantener los bienes naturales
que brinda el bosque de pino (Figura 43).
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Figura 43. Importancia de la conservacion del bosque de pino del norte de Puebla

Asimismo, se observo que existe diferencia de opinién en el principal servicio ecosistémico
obtenido a partir del bosque de pino, ya que 36% de la poblacién menciona que es la generacion
de agua y 32% la generacion de oxigeno. Asi como también consideran que el principal bien
obtenido a partir de la explotacion de los recursos del bosque es la madera (88%), seguido del
combustible (12%); resultado que se encuentra relacionado con la obtencidn de lefia y carbén, que

es la principal actividad econdmica practicada a partir del bosque en la region (Figura 44).
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Figura 44. Principales bienes y servicios obtenidos del bosque de pino en el norte de Puebla

La mayor proporcion de los encuestados (96%) consideran que en los Gltimos cinco afios ha
disminuido la superficie forestal en el norte del estado de Puebla y lo atribuyen a diversas causas,
entre las que se encuentran los incendios forestales, la tala inmoderada, la presencia de plagas y la
afectacion por enfermedades. Debido a esta disminucion, el 92% de los encuestados consideran
que la obtencidn de bienes y servicios se ha visto afectada al disminuir la biomasa forestal, el

abastecimiento de agua y se ha perjudicado a la biodiversidad (Figura 45).

mSi

H No
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Plagas 13 (54,2 %)

Enfermedades 8 (33,3 %)

Incendios forestales 16 (66,7 %)

Explosion demogréafica 6 (25 %)

Tala 14 (58,3 %)

Deforestacion y las malas
practicas de manegjo .

0 5 10 15 20

1(4,2 %)

Figura 45. Disminucion forestal en la Sierra Norte de Puebla y sus causas

Ademas, el 100% de los encuestados se ha percatado de que los arboles de pino se han afectado en
los ultimos cinco afios por plagas y enfermedades, las cuales son tratadas principalmente mediante
la aplicacion de plaguicidas de formulacion quimica. Igualmente, los actores clave piensan que el
principal impacto ocasionado por la degradacion y pérdida del bosque de pino en la poblacion es
la disminucion de los beneficios ecosistémicos que brinda, como lo son la obtencion de agua,

oxigeno y alimentos (Figura 46).

B Econdmico

M Cultural

| M Paisajistico y recreativo

Pérdidad de beneficios (agua,
80% oxigeno, alimentos)

Figura 46. Afectacion del bosque por plagas y enfermedades y sus impactos observados
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También, segln la experiencia de los actores clave, el principal problema que existe en el manejo
y conservacion del bosque de pino de la region es la falta de conocimiento del problema, seguido
de la presencia de plagas y enfermedades; considerandolo asi porque la falta de comprension sobre
los mdltiples factores que llevan a la degradacion y pérdida del bosque de la region dificultan su

manejo (Figura 47).

H Organizacién

H Interés

M Falta de conocimiento
Sobreexplotacién

B Cambio climédtico

M Plagas y enfermedades

Figura 47. Problematica para el manejo del bosque de pino de la Sierra Norte de Puebla

Finalmente, el 92% de los actores clave cree que la aplicacion del control bioldgico para el combate
de enfermedades es una opcion adecuada, al considerarlo una alternativa amigable con el ambiente,

de alta especificidad, baja toxicidad y alta efectividad (Figura 48).
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Figura 48. El control biol6gico como alternativa al manejo de hongos en el bosque

Los resultados de la encuesta nos permiten encontrar que en el norte del estado de Puebla el bosque
de pino tiene gran importancia para la generacion de bienes y servicios, los cuales son valiosos
para la sociedad a nivel ecoldgico, econdémico y social. Para poblacion del norte del estado, el
bosque es de gran importancia econdmica por aprovechar los recursos maderables, ya que la Sierra
Norte de Puebla es la zona forestal con mayor aprovechamiento, encontrando a Chignahuapan
como el primer productor de madera en rollo (35% del total estatal) [CONAFOR, 2013]. Ademas,
Puebla es uno de los estados de la Republica Mexicana con mayor aprovechamiento forestal debido
a su gran extension superficial maderable [INEGI, 2011]. La superficie forestal es aprovechada en
su mayoria por ejidos, quienes a partir de su organizacién y capacitacion siguen planes de manejo
forestal [Salinas et al., 2017]. Por otra parte, se manifesto que la obtencion de servicios forestales
como el agua y el oxigeno es importante en la Sierra Norte de Puebla. Los bosques juegan un papel
crucial en el ciclo del agua, ya que favorecen a los procesos de recarga de las fuentes de este liquido
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vital, ocupado principalmente para el consumo humano y animal, y el riego de los cultivos
[CONAFOR, 2020]. Igualmente, es necesario el manejo de estos ecosistemas ya que a través del
proceso quimico de la fotosintesis aportan una tercera parte del oxigeno necesario para la vida en
el planeta, colaborando también a la mitigacion del cambio climéatico [FAO, 2018]. Sin embargo,
en los ultimos cinco afos los actores clave han observado la degradacion y pérdida de la biomasa
del bosque debida a multiples causas, dentro de las que encontramos como de mayor relevancia a
las enfermedades forestales causadas por hongos asociados a la defoliacion. Ademas, estos actores
manifiestan que la principal alternativa a la presencia de agentes patdgenos es el uso de quimicos
de amplio espectro, lo cual tiene efectos negativos en el ambiente. A pesar de ello, la
concientizacion de la importancia que tiene el bosque y sabiendo los efectos contaminantes y
negativos a la salud que tiene el uso de plaguicidas, el uso del control biolégico adquiere una gran
importancia al colaborar en el manejo forestal sujeto a la presencia de hongos asociados a la
defoliacion por ser una opcion efectiva, de bajo costo, con baja o nula toxicidad y, ademas,
amigable con el ambiente. Relacionando los resultados obtenidos en los ensayos de bioncontrol
con el andlisis social, se demuestra que la aplicacidn de esta técnica puede colaborar a la mejora de
la salud del bosque de la Sierra Norte de Puebla y conjuntamente a la conservacion de un
ecosistema con alto valor econémico, que también es importante ecolégicamente por ser el habitat
de una amplia biodiversidad y, socialmente trascendental al representar una importante fuente de
empleo, de obtencion de materia prima y de servicios ecosistémicos.
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Xl.  CONCLUSIONES

La defoliacion en Pinus spp. presente en la Sierra Norte del Estado de Puebla se asocia a la
presencia de diferentes hongos, incluidos patdgenos fungicos de distribucion cosmopdlita. Se
identificaron nueve hongos mayormente relacionados a la defoliacion de P. patula, P. montezumae
y P. pseudostrobus, como: A. flavus, C. globosum, C. rosea, C. diseminatus, C. coatesiae, H.
texense, M. rubricosum, P. formosus y S. fimicola. Ademas, los hongos C. coatesiae, M.
rubricosum y C. rosea son patdgenos en comudn que perjudican a las tres especies de pino. Las
pruebas de patogenicidad de estos tres hongos relacionados, bajo condiciones de laboratorio e
invernadero, confirman que los organismos fungicos pueden dafiar a las tres especies de pino en
diferente proporcion, al provocar afectacion al tejido de las aciculas de los pinos en condiciones de
humedad y lesiones en las hojas; asi como defoliacion de las plantas bajo condiciones de

invernadero y su muerte en casos graves.

La obtencion de bacterias endémicas del bosque de pino de la Sierra Norte de Puebla y su
caracterizacion, nos permitié seleccionar seis cepas de las especies B. mycoides (2), B. cereus, B.
thuringiensis, B. simplex y P. simplex para realizar ensayos de control bioldgico in vitro e in vivo.
Estos ensayos de biocontrol demuestran que las cepas aisladas de suelo forestal tienen la capacidad
de limitar el desarrollo fngico bajo condiciones controladas, al inhibir el crecimiento micelial en
placa y colaborar en la disminucién de la presencia de la enfermedad en plantas de invernadero al

reducir el nmero de lesiones en las aciculas, asi como la superficie foliar dafiada por los patdgenos.

Asimismo, se observo que las cepas con capacidad antagonica B. simplex, B. thuringiensis y P.
simplex son compatibles y no producen hemolisis en agar gelosa sangre, por lo cual se utilizaron
para realizar ensayos de control biolégico in situ en un predio forestal en Chignahuapan, Puebla.
Ensayo que evidencid que el control bioldgico de hongos con bacterias propias del bosque favorece
la sanidad de los arboles de pino, ya que disminuye la incidencia de lesiones y el indice de severidad
de la enfermedad, respecto al tratamiento quimico; lo que se demuestra, que el uso de esta técnica
representa una alternativa al tratamiento con fungicidas en plantas de pino de sistemas naturales en

la Sierra Norte de Puebla.

En el ambito social, se encontrd que los actores de mayor injerencia en la produccion de pino en la

Sierra Norte del Estado de Puebla son el personal que labora en los viveros forestales, los
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propietarios de los predios forestales de la region y el personal de la CONAFOR. Para estos actores
clave, es importante preservar el bosque de pino de la Sierra Norte de Puebla por los bienes y
servicios que brinda al ecosistema, la necesidad de conservar su biodiversidad y los beneficios
econdmicos que se obtienen a partir de la explotacion de sus recursos. Igualmente, son conscientes
de la degradacion del bosque debido a diferentes causas entre las que se encuentran las plagas y
enfermedades. Ademas, consideran que la aplicacion de tratamientos bioldgicos es una opcién
adecuada para el combate de enfermedades en el bosque por ser una opcion efectiva, econémicay
amigable con el ambiente. Por lo tanto, el uso del control bioldgico en el manejo de sistemas
forestales es una alternativa aceptada por la sociedad, que puede colaborar a la conservacion del
bosque de pino de la Sierra Norte de Puebla y beneficiar a la salud de un ecosistema que posee un

alto valor ambiental por los beneficios que aporta a la biodiversidad y a la sociedad.
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X1l ANEXOS

XI11.1 Encuesta de percepcion social de los servicios ecosistémicos del bosque

Encuestador:

Fecha:

Objetivo: Integrar la importancia social del control bioldgico en el bosque de pino de la Sierra

Norte del Estado de Puebla.

Instrucciones: Lea cada una de las siguientes preguntas y marque con una “x” en los cuadros que

correspondan a su respuesta. Puede elegir mas de una opcion por pregunta.

1. Datos generales:

a) Nombre completo:
b) Lugar de procedencia:
c) Edad: d) Sexo: M F e) Ocupacion y/o cargo actual:
f) Ultimo grado escolar:

) ) ) ) ) ) Agrénomo

Ninguna[ |Primaria__|Secundaria|__|Preparatoria Profesional: Bidlogo

Agroforestal

Otros:
g) Tiempo que lleva dedicado a actividades relacionadas con el sector forestal:

2. Valoracion directa del bosque

a) ¢Considera que los recursos forestales son Utiles para su comunidad?

Si No ¢Por qué?
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b) ¢Los arboles de pino generan algun beneficio econémico a su comunidad?

Si No ¢Cual?

c) ¢Cudl considera que es el principal bien que se obtiene del bosque de pino de la region?

Madera | Agual | Alimentos| | Combustible[ | Otro:

d) ¢Cual es la principal actividad econdmica que se practica a partir del bosque de pino?

Aserradero|__| Ebanisteria y carpinterial__| Construccion Otra:

e) La obtencidon de bienes se ha afectado por la disminucion o pérdida del bosque de pino?

Si[ " 1No Si su respuesta es si, ;Como?

3. Valoracion indirecta del bosque

a) ¢Cual es el principal servicio ecosistémico que obtienen las comunidades aledafias a partir del

bosque de pino?

Control del clima[__] Retencion de carbono[ | Fuente de oxigeno[ | Otra:

b) ¢Cudl considera que seria el principal impacto que tendria la degradacion y pérdida del bosque

de pino en la poblacién?

Cultural Paisajistico y recreativo Pérdida de beneficios (agua, oxigeno, alimentos)
Econdmico
Otro:

4. Valoracion intrinseca del bosque

a) ¢Considera que ha habido cambios en la superficie del bosque de pino en los dltimos 5 afios?
Incrementa su superficie Mantiene su superficie Disminuye su superficie

b) ¢Ha detectado degradacion y/o pérdida del bosque de pino en los ultimos 5 afios?

Si No

Si su respuesta anterior es si, ¢Cuales considera que son los principales factores que afectan al
bosque de pino de la region?
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Plagas Enfermedades Incendios forestales Explosion demogréfica Tala
Otra:

c) ¢Es importante para usted preservar el bosque de pino?
Muy importante Importante Poco importante Nada importante

¢Por qué?

5. Valoracién de opcion (control bioldgico)
a) ¢Qué problemas existen en el manejo y conservacion del bosque de pino de la region?

Organizacion Interés[ | Ignorancia [ |Sobreexplotacion Otro:

b) ¢Considera que los arboles de pino de la regién han sido afectados en los ultimos 5 afios por

plagas y enfermedades?
Si No
Si su respuesta anterior es si, ¢Cudl de las siguientes opciones considera una causa?

Cambio climatico Desnutricién Cambio de uso de suelo Contaminacion
Otro:

c) ¢Sabe cudl es la principal plaga y/o enfermedad que afecta los pinos del bosque de la region?

Si ¢Cual? No

Si su respuesta anterior es si, ¢ Qué acciones se emplean en su combate?

Aplicacion de quimicos Manejo cultural Aplicacion de bioldgicos Ninguna
Otra:

d) Enumere de forma ascendente (1 al 5) los medios que propondria para el combate de las

enfermedades en el bosque:

Formulaciones quimicas| __|Manejo cultural | |Formulaciones biol6gicas| |Educacion ambiental

Areas protegidas

¢Por qué la seleccion 1 es su principal opcion?:
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e) ¢Usted cree que la aplicacion de tratamientos bioldgicos (control bioldgico) para el combate de

enfermedades en el bosque sea una opcion adecuada?

Si No ¢Por qué?

) ¢Cudles son las caracteristicas ideales de un producto para el control de plagas y enfermedades

del bosque de pino?

Efectivo Fécil manejo y aplicacion No contamine|__| No dafie la salud de las personas
Econdmico
Otra:

iGracias por su tiempo y colaboracion!
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XI11.2 Protocolo para la aplicacion de biofungicida en campo

Recomendaciones generales:

Es necesario el uso de equipo de proteccion personal: mascarilla, guantes y botas, camisa
de manga larga, gafas y sombrero.

No ingerir alimentos o bebidas durante la aplicacion.

Materiales para utilizar (para 1000 m?):

Aspersora de motor con capacidad minima de 25 litros
Equipo de proteccion personal recomendado

Agua (20 L)

Formulacion bacteriana (5 L de Biofungicida)

Adherente foliar (40 mL)

Preparacion de la solucion:

Dosis: Se recomienda mezclar 5 litros de concentrado bacteriano con 20 litros de agua y 40
mililitros de adherente foliar para aplicar en 1000 metros cuadrados.

Para la aplicacion:

El mejor momento para aplicacion del biofungicida foliar es por la mafiana o al atardecer.
La aplicacidn se sugiere que sea cuando la temperatura ambiente es menor a 27 ° C.

Es recomendable aplicar en dias sin amenaza de lluvia para evitar el lavado del
bioflngicida.

Es necesario calibrar el equipo de aspersion de acuerdo con la altura de los arboles a irrigar.

Se vierte la mezcla bacteriana (Bacillus sp.) en la fumigadora junto con el adherente y agua
y se revuelve para uniformizar la solucion. Posteriormente, la mezcla se aplica por
aspersion sobre el follaje y con ayuda de una aspersora, a una distancia y con una presion
suficiente para rociar el follaje del arbol desde la copa.

Para un predio forestal con un area de 1000 metros cuadrados que contiene arboles de pino
con alturas de aproximadamente 15 metros se requieren 5 litros del biofungicida
concentrado mas 20 litros de agua y 40 mililitros de adherente.

Es necesario realizar un muestreo de hojas antes de la aplicacion del tratamiento para
validar su efectividad. Asi como también se sugiere evidencia fotogréafica.
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XI11.3 Procedimiento de validacién del control biolégico en campo

Material necesario:

O

O 0000000000 O0OOoO0aoQoaoqoaaa

O

Aerosol de varios colores o banderas para diferenciar los tratamientos
Pala

Tijeras con extension

Tijeras de jardineria

Machete

Bolsas de diferentes tamafios (10 grandes (negras) y 20 medianas (transparentes))
Plumones de aceite para rotular

Hielera

Guantes

Vasos estériles

Navaja

Masking tape

Formulacion biologica

Adherente

Agua estéril

Aspersor (motobomba)

Aspersores manuales (en caso de ser necesarios)

Equipo de proteccion personal (guantes, botas, camisa de manga larga, gafas y sombrero)

Pasos para seguir:

1.
2.

Georreferenciar el predio forestal para su ubicacion en el mapa.

Se debe tomar evidencia fotografica del antes de la aplicacion de los tratamientos para su
contraste.

Dividir el predio de acuerdo con los tratamientos a aplicar.
Es necesario marcar los arboles segun el tratamiento a aplicar para su diferenciacion.

Una vez marcados los arboles, se toman muestras de aciculas y suelo antes de la aplicacion
de los tratamientos. Es importante etiquetar y georreferenciar cada muestra.
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6. Se realiza la calibracion de la fumigadora.

7. Se prepara la mezcla de agua con adherente (20 litros de agua y 40 mililitros de adherente
foliar) y se vierte en el aspersor, posteriormente se agregan 5 litros de formulacion
bacteriana y se mezcla bien. Esta solucion sirve para irrigar 1000 metros cuadrados de
arboles con alturas de 15 metros aproximadamente.

8. Se realiza la aplicacion de los diferentes tratamientos bacterianos con ayuda de la
fumigadora.

9. Se prepara la solucién de fungicida quimico de acuerdo con las indicaciones de su etiqueta
y se aplica con la fumigadora.

10. El material utilizado es lavado y guardado adecuadamente para su transporte.
11. Las muestras recolectadas se colocan en la hielera para su transporte al laboratorio.

12. Al llegar al laboratorio el material se guarda en el lugar que corresponda y las muestras se
Ilevan al congelador para su conservacion.

Tratamientos para validar el control bioldgico In situ
1.- CONTROL

El grupo de arboles que lo conforman no reciben tratamiento alguno y sirven como referencia de
los otros tratamientos. Superficie para utilizar: 1000 metros cuadrados.

2.- BIOFUNGICIDA

Al grupo de arboles que lo conforman se les inocula por aspersién foliar con bacterias del género
Bacillus para evaluar su capacidad de control biol6gico in situ. Superficie de aplicacion: 1000
metros cuadrados.

3.- FUNGICIDA QUIMICO

Al grupo de éarboles que lo conforman se les aplica por aspersion foliar un fungicida quimico
(clorotalonil). Superficie de aplicacion: 1000 metros cuadrados.
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XI111.4 Hoja de seguridad del fungicida quimico

Fecha de publicacidn: Od-ago- 2019
Fecha de revision: 0d-ago-2019
Versidn: 002

HOJA DE DATOS DE SEGURIDAD (HDS)

SECCIIM 1. ldentificacidn de la sustancia ﬂuimft:a ﬁ“ﬂl‘uﬁa o mezcla I del Wcrr o fabricante.

Hombré de la sustancia quimica peligrosa o
mezcla

Otros medios de identificacion
Nombre(s) camonies), sindnimaos)

Usa mecomendado de B sustancia quimica
paligrosa o mezcla, y restriceiones de uso

Datos del provweador o fabricanta
Mombre de la compania

Dirgccibn

Telédlons
Fax
Corres electrdnico
Sitio wal

Mirmers de leléfono &n caso de emengencia
Centrd De Trataméenbs En ntoxicaciones Por
Agrogquimicos, ATOX
Servicio De Informacidn Toxicoldgica, SINTOX
{24 HRS}

SECCIAIM 2. Identificacidn de los peligros.

DACONIL 2787 W-T5%

Clorotalond

Fungisida

AMVAL México, 5. de R.L. de CV.
Plaza Concentro Local BAT
Avenida Vallana 6503

Coloria Cludad Granja, C.P. 45010
Zapoparn, Jalisca, Méxica

(33) 31 1019 78

{33) 31 10 19 38
regulatonogEanteas. oo

WWWLAMYEC . COmLITE

800 00D ATOX {2EE9)

(55) 5598-6559, 5511-2634, 800-003-2E00

Clasificacin de la sustancia quimica peligrosa o
mezela
Peligros para la salud

Elementes de la Sefalizacidn,
consejos de
precausidn

incluidos los
prudencia y pictogramas de

FPalabra de advertencia

Indicacidn da peligra

Tewicidad aguda, Oral: Categoria 2
Teowscidad EQLﬂE. Dermal: C.B[Egl:lﬂﬂ 2
Tewicidad aguda, Inhalatora: Cetegordia 2

b

Peigro

H300 + H310 » H330 Mortal en caso de ingestidn, en eontaclo con la piel o g
& inhala.

Daconil 2787 w-75%™

HOS MERICO
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f " Fecha de publicacidn: 04-ago-301%9
é' Fecha de revision: dd-ago-2019
Wersidn: 002

an amenican Varguard Company

Consejos de prudencia
Prevencion F260 Mo respirar palvas.

F262 Evilar todo contacto con los ojos, la piel o la ropa.
F264 Lavarse las manos cuidedosaments después de la manipulacidn.
FET0 Mo comer, beber o fumar mientras se manipula esie producio.
FZ71 Utilizar edlo al aire libre o en un lugar bien ventilado.
F280 Usar guantes de proleecidn.
F284 Llevar equipa de protecessn respiraiona.

Interveneidn P33 + PE10 EN CASD DE IMGESTION: Llamar inmedizstamente a un CENTRO
DE TOXICOLOGEA o a un madico.
P332 + P350 EN CASD DE CONTACTO COMN LA PIEL: Lavar con cuidado
ulilizando agua y jabeén abundarntes.
P304 + P340 EM CASD DE INHALACION: Tranaporar & la persona al aire Bbe
¥ mantanerla en una posicitn que B faciie la respiracia
P10 Llamar inmediatamerie & un CENTRO DE TOXICOLOGIA 0 a un médico,
P320 Eg necesano un tratamiento esgecifics urgente [véase en la etiqueta del
producio).
P21 Tralamiento especifico [véase en la eliqueta).
P330 Enjusgarse la boca.
P332 Medidas especificas (véase en la eiqueta del producta).
P351 Ouitar inmedistaments 1oda la ropa contaminada,
P53 La'.'arl.nmpa contaminada anbes de valverla a usar.

Almacenamienio Pd403 + PZ33 Almacenar en un lugar bien ventilado. Mantener & redpienie
heméticamenie cerrado.
P405 Guardar bajo llave.

Eliminacisn F501 Ebrenar & conbenids y'o mecipiene confoime a kB reglamentacion
nacional, establecida en la Ley General para la Prevencdn y Gestidn Intagral
de los Residuss, su Reglaments o & Plan de Manejo de Envases Vacios de
Flaguicidas, registrado anta la SEMARMNAT.

Otros  peligros gque ne confribuyen en 1@ Minguno conocida.
clagificacidn.

SECCION 3. Eumﬁsi:iﬁnﬁnfﬂnﬂaniﬁn sobre los numeunantas.

HNombra guimico Maofmbre comin Niamero CAS Concentracidn
Telradorossoltalomtrilo Cloratakonil 1BE7-45-6 T5.0 %
Ingredentes Inertes 25.0 %

SECCION 4. Frimeros auxilios.

Descripeidn de los primeros auxilios
En case de ingestidn Llame al centre de informacian taxicolbgica o al médico inmediatamenta para
tratamiento. Mo dé ningdn liquide a la parsona. Mo induzca e vomito a menos
que se haya indicado por un médico. Mo dé nada por la boca & una persona
inconsciente.

En casno de contacts con la pisl Manlenpa el oo abiefts ¥ enjuague kentameants con agua durante 15-20 menubos.
Remueva los lentes de conlacto sl estin presentes, despuds de 5 menubos,
despuds continde enjuagando el ojo. Liame al eentro de informacdian taxicalbgica
o al médico para tratarmasnta.

En caso de contacto con los ojos

HIOS MEXICO
213
Daconil 2787 w-75%™
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Fecha de publicacidn: 0d-age- 2019
Fecha de revision: Od-ago-2019
Versidn: 002

En caso de inhalacidn

Sintomas y afectos més importantas, sgudos y
cronicas

Indicacién de la necesidad de recibir alencidn

médica inmediala y, &n su caso, tratamiento
azpacial

Infarmacidn ganeral

Seccién 5. Medidas contra incendios.

Medios de extincidn aproplados

Peligros especificos de las sustancias quimicas
peligrosas o mezclas

Medidas especiales que deberan seguir los
grupos de combate conira incendio

Seccién 6. Medidas ﬂua deben tomarse en caso de derrame accidental uqua accidental.

Frecalciones personales, equipos de protecelan
y procedimientos de emergencia

Precauciones relativas al medio amblents

Mélodes y materiales para la contencitn y
limpieza da derrames o fugas

Fetse la ropa conaminada. Enjuague inmediatamente con abundanie agua por
15.20 mirutes. Liame al centro de infarmacian texicoldgica o a un madicd para
tratameeniba.

Mueva a la persona al aire fresco. Sila persora ne respira, llame al 811 o auna
ambulancia, despuds, dé respiracion anifical, preferentements boca a boca de
zof posible. Llame &l centro de informacsn toxicoldgica o a un medics para
tratammeanba.

Fieaccidn aléngica en la peel @ imtacka respiratoria.
Mo tiene antidedo especifico.

El tratamienio es sintomalico y foralecimients general. Las personas que sufren
reacciones  alérgicas lemporales pueden responder 8 trataméento eon
anlihistarninicos o cremas de estercedas sisbimasos.

Tener & eonlenador del producio, etiquela u Hofa de Seguridad con usied
cuando Bame al medico o al Centro de informacin texicoldgica para el
tratamienlo.

Incendio pequedfio: Polvo guimico seco, C0:, agua pulverizada o espuma
resisbents al alcohal

Incendio grande: Agua pulverizada, niebla o espuma resistente al alcohol.

Puede descomgponerse a allas lemperaturas para emiti clomro de hidesgens.

Usar equigs de proteccidn complets v aparatos de respiracién autoconterida.
Evacile al personal no esencial diel Area para prevenir exposacsén humana al
fuego, hume, fumansias o productos de combustin.

MEDNDAS ESPECIALES: Aproximarse al fuege desde Ia direccitn que sople el
viento. Evitar log vapores peligroses y producios de descomposicaén idxicos.
Carbatir &l fuego desde una pesicion prategida o a la dstancia mas larga
posible. Evitar fueftes charmos de manguera. Alskar 13 Zona para impedi que se
escape el agua.

Siga los controles de exposicion y proleceion personal indicados en la Seccion
8.

M tOCar ni caminar sobfe & matedal deframado. Detenga la fuga, en caso de
poder hacaro sin fesga.

Impedir la enfrada hacia canales de agua, alcantarllas, sdlanos o Aress
confinadas.

Derrama Seco Peguefio: Con una pala limpia, colocar el maledal en un
conbeneder Bmplo y seco v cubrir holgadamente; quitar los conenadores del

HOS MEXICO

Daconil 2787 w-75%™
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Seccidon 7. Manejo y almacenamiento.

Frecauciones gue S8 deben 10Mar para
JAFANLZAF UN Manejo segumo

Condiciones de  almacenamients  segure,
incluida cualquier incompatibilidad

area del derrame. Prevenga la entrada hacia vias nawegables, alcaniarlas,
sdtanos o &reas confinadas.

Controle e deframe y |a fuanta del derrame. Conlenga el derrame para prevenin
la contaminacitn die suslos o que entre en el drenaje o cuerpos de agua. Limpie
el derame inmediataments, observando las precauciones indicadas en la
Seccion 8. Recuperar el producty que sea Ot hasta donoe sea posible, ¥ 1o
demds recogero en un recipiente hermético y llevare al centro de acopio de
residues peligreses sulodzado mas cercano. Friegue el drea con agua y
detergente. Tome el liquido de lavado con malerial absorbene adicional y
colbguelo en & conlenador de desechos compatible. Una ez que el material
fue impiads v colocado en &l conlenedor de desachos, selle el contenedor y
pongalo adisposicadn de acuerdo con o indicado en la Secciin 13 de esta HOS.

Almacens el matenal en un |ugar blen ventdadn, seguro y fuera del alcance de
158 nifios y animales dormésticos. Mo almacens junlo con alimentos, bebidas o
tabaca. Evite comer, beber, fumar y aplicar cosmébeos en dreas donde hay una
exposicidn polencial al matedal. Lave cudadosamente con agua y [aban
después del mansjo.

Trangpore y almacens este products en su empague origingl, caraments
eliquetads con su correspondiente panflelo en un rea seca y sequra separado
de productos de consuma animal y humano; lejos de alimentos, semilas,
medicinas, plagucidas y lertilizanes.

Seccidn B. Controles de ex| icidéniproteccion personal.

Fardmeiros de cantrol

LAS SIGUIENTES RECOMENDACIONES PARA EL CONTROL DE EXPOSICION ¥ PROTECCION PERSONAL SON DNRIGIDOS A
LA FABRICACION, FORMULACIIN ¥ EMPAQUE DE ESTE PRODUCTO.

FARA AFLICACIONES COMERCIALES YiD APLICACIONES EN CAMPO, CONSULTE LA ETIOUETA.

Lirnite[s) de sxposicidn ccupacional

Hombre quimics
Clarotalond
Contrales téenicos apropiados

Medidas de proteceidn individual, como equipo
de proteceidn parsonal, EPP
Proteceidn para los ojosila cara

Proteceidn para la piel

Proteceidn para 1as Manas

Proteccidn para vias respiratorias

TWA Fuente
0.1 rivgler? Fabricante

Froparcione ventdacssn general wo local para controlar 108 niveles de aire por
diebajo de los limikes de exposicitn.

Evite comer. beber, fumar o aplicar cosmélices en areas donde existe una
potencial exposicsén al producto. Lave cuidadosaments con agua y jabdn
después del manejo.

Donde sea prabable el contacts con s ojes, use galas conltra salplcaduras
quirnicas. Las inslalaciones que almacenan o uliizan este rateral deben estar
equipadas con lavadores de ojos ¥ regadera.

Conde sea probable e contacts con la piel, use guanies resistentes a quimicos
(bamera laminada, cauche, nitrlo, necpreno, palietiiena, PYVC o Vilon) oversl,
caloetines y calzado resisients a quimicos.

HOES MEXICO
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Seccién 9. Propiedades fisicas y quimicas.

Se debe usar un respirader combinado para particulasivaper organico hasta que
sean instalados los controles técnicos efectives para dar cumpiméento con les
limites de exposicidn ocupacional o hasta que se establezcan estos limites. Use
un respirador certificado NIOSH con un cartucho de vapor organico (OV) o
canister con filtro R, P o HE.

Use un aparato de aulo-respiracion en caso de derrames de emergencia cuando
los niveles de exposicién sa desconocen o bajo cualquier circunstancia en
donde los purificadores de aire no provean |a proleccitn adecuada.

Apariencia

Olor

Umbral del olor

Potencial de hidrégeno, Ph

Punto de fusién/punto de congelacién
Punto inicial e intervalo de ebullicién
Punto de inflamacién

Velocidad de evaporacién
Inflamabilidad (sdlido/gas)

Limite superiorfinferior de inflamabilidad o
explosividad

Presion de vapor

Densidad de vapor

Densidad relativa

Solubilidad(es)

Coeficiente de particién n-octanollagua
Temperatura de autoinflamacion

Temperatura de descomposicion
Viscosidad

Peso molecular

Otros datos relevantes

Seccién 10. Estabilidad y reactividad.

Stdo. Polvo humectable-
Ligeramente aromético.

No disponible.

No disponible.

Clorotalond: 252.1 *C.
Clorotalond: 100 *C.

No se espera que sea inflamable.
No disponibie.

No se espera que sea inflamable.
No se espera que sea inflamable.

Clorotalond: 0.076 mPa a 20 *C.
Clorotalond: 2.50 x 102 Pa m¥mel a 25°C.
No disponible.

Clorotalond:

Agua: 0.81mg/lLa 20°C.

Acetato de etiio: 13800 mg/L a 20 “C.
Acetona: 18000 mg/'L a 20 *C.

Metanol: 1700 mglL a 20°C.

Xileno: 74400 mg/L a 20 *C.

Clorotalond: 8.71x 107a20°C, pH7.

No se espera que sea nflamable.
No disponibie.

No disgonibie.

265.91 g/mol.

Ninguno.

Reactividad

Estabilidad quimica

Posibilidad de reacciones peligrosas
Condiciones que deberan evitarse
Materiales incompatibles

Productos de descomposicién peligrosos

Puede reaccionar con CANWOS y con aceites agricolas.

Estable en condiciones nommales de temperatura y almacenaje. Se descompone
en calentamiento prelongado de 120 *C (248 *F) o més.

Este producto no se polimeriza.
No disponible.

Incompatible con cianuros. No compatible con aceites agricolas.

Puede descomponerse a altas lemperaturas para emitir cloruro de hidrégeno.

Daconil 2787 w-75%>

137



Fecha de publicacidn: 04-age-2019
Fecha de revision: 04-ago-2019
Versidn: 002

~AMVAC

P 1 —
A Arnesican Yanguand Compang

Seccidn 11. Informacién toxicolbgica.

Informacién sobre 1as vias probables e Ingrese  Oral, demmal & inhalacian,

Sintomas relacionados con 1as caraclerislicas A concentraciones mayores a 0.1% en deckentes organices el producty es

figicas, quimicas y toxicoldgicas. maderadaments imtante a ka piel en aninales y 8 @spera que 98a inmlante para
log ojos y el iracio gastroinbestinal. Se han reportado casos de asma ocupacional
después de la exposiciin por inhatacén. Las concenbraciones da clorotalonil al
0.01% causan una reaccidn anafilactoide. Debido a los disohventes del producto,
pueds courrin neumenitis por aspiracadn

Eféctos inmedialos y retardados, asi como  Sarpullido, enncjecimaanta o plcazon, IMIAcon resparatona.
efectos crénicos producidos por Una exposiclidn

a corto o largo plazo Posible carcinegenicidad, reacciin alérgica en la pel v efecios en el sistema

respiratonio.
Medidas numéricas de toxicidad
Toxicidad aguda

Oral: Oral {DiLen Fiatas): «< 50 mg'y pesa corporal

Dernal: Demmal [DLs: Ratag): «< 200 gy peso corporal

Irhalacion: Inhetactn {Cla Ratas): < 0.5 mgiL

Contacto con los oos: Modaradamente initante [Conejos)

Contaclo con la plel: Ligeramenie imidante [Consjos)

Sensiblizackn de la pial: Es sensibilizagor de la pel {Cobayos)
Mutagenicidad Mo moslrd efecios mutagércss en expeimentos con animaes.
Carcinogenicidad Clarotalond: Posible carcndgens en humanos. Clasiicacidn 26 de IARC.

Toxicidad para la reproduccin

Toxicidad erdnica/suberdnica

Organos diana

Otra informacidn

Seccidn 12. Informacién ecotoxicol

Ecoloxicidad:
Cloratalond:

Mo mosird elecios de ocidad reproduciva en expenmentos con anmakas.

Clorotalonil causa umores renales en ralas y ralones a traves de un modo de
accadn no genolixico secundand a la oxicdad de drganos diana.

Rirfidn.

MingLna.

Pez {Oncorhynciiug mykiss) B6-horas Clan 0.017 molL
Pez | Oncorhynciius mykiss) 21 dias NOEC 0,003 mgiL

Alga verde T2-harss CEre 021 mgiL

Inverebados (Pulga de agua) Daphma Megns 4B-horas CEo D.D541 mglL.

Abejas Conltacte Dleo 48-horas = 40 pglabeia

Abgjas Oral Dlas 48-horas > 40 pgia
Lomibriz {Eisenis foetida) 14 dizs Cla 2665 moikg

Persistancia y degradabilldad

Polencial de Bioacumulacidn

Movilidad an &l sualo

Clorotalond: Teende a no ser persistente en los sistemas del suslo, pero puede
ger persisiente en el agua.

BCF Cloretaionil: 100 Likg.

Kec Clorotalond: 2632,

HONS MEXKC O
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Otros efectos adversos Minguna.

Seccion 13, Informacidn relativa a la eliminacién de los productos.

Maneje el envase vacio y [os residups del producto conforme & lo establesido en ka ley general para la prevencion y gestién |nlegral da
los ressducs, su reglamente o & plan de manejo de envases vaelos de plaguscidas, registrado anle la SEMARNAT.

Residuos Incaneracion en homos tips Slandard a mas da 1100 °C, Z de residaencia y una
eficgencia de combustidn y destruccidn da 99.9%.

Envases y embalajes contaminados Fezalizar el triphe |lavada de los envagses, nulilizaros v envarkes aun Centro de
Acople autorizado por la Secretaria comespondientz. Confinar los envases en
un lugar claramente dentificado, hasta que la autofidad defina el destins final,

Matarial contaminadd Feoyger an recipientes daramente idenbficados, finalments, trasiadar a un

depdsito auterzado para este ipo de sUStancias para su postedar alminacion
de acuerda a b dispuasto por la sutoridad compelenie.

Seccion 14. Informacidn relativa al ranspaorts.

oot
Transporte Terrestre — NAFTA
Designacién oficial de transporte de laz  Sustancia sélida peligrosa para el medie ambiente, M E.P. (Clorotalenil)
MNaciones Unidas

Clasa de peligro an el transports ]
Nimers UN 3077
Grupo de embalaje’envasado, s seaplica FG Il

Transporte maritime — Internacional
Designacitn oficial de transporte de las

Maciones Unidas Sustancla edlida peligroga para el medie ambients, NEP. (Clorotaknil)
Clasa de peligro an &l transports ]

Mimears LN 3077

Grupo de embalajelenvasado, sl e aplica FG Il

Transporte adrao — NAFTA
Designacibn  oficial de transporte de las

Maciones Unidas Sustancia edlida peligrosa para el medio ambiants, NEP. (Clorotaknil]
Clasa de paligro &n &l transporte g

Mimars LN 3077

Grupo de embalajelenvasade, si ee aplica PG

Seccion 15. Informacidn lamentaria.

Disposiciones especificas sobre seguridad, salud y medio ambiente para las sustancias quimicas peligrosas o mezcla de que
sa lrale.

México. NORMA Oficial Mexicana NOM-118-3TPS-2015, Sistema para la identificacidn y eomunicacion de peligros

¥ rigsgos por sustanciss guimicas peligrosas en los centros de trabajo (DOF 04007/2015)

ACUERDO por el que se determina &l listade de sustanclas sujetas a  No
reporle de compelencia federal para el registro de emisiones y
transferancia de contaminanties. (DOF 31/03/2005)

Reglamentacidn Internacional
Frotocolo de Maontreal M

HOE PSR
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Convenio de Estocolmo

Convenio de Rotterdam

Convenio de Basilea
Registro Sanitario en México:

No
No
No

RSCO-FUNG-0308-438-002-075

Seccidn 16. Otras informaciones incluidas las relativas a la preparacion y actualizacion de las hojas de datos de

seguridad.

La informacén se considera correcta, pero no es exhaustiva y se ulilizard dnicamente como orentacion, la cual estd basada en
el conocimiento actual de la sustancia quimica 0 mezda y es aplicable a 1as precauciones de seguridad apropiadas para el producto.

Fecha de emision

Lista de abreviaturas

AlHA
ATOX
CAS
DOF
EPP
HDS
IARC

NAFTA
N.EP
NIOSH

NOM

OSHA

PEL

PVC
SEMARNAT
SINTOX
SUVA

TWA

04-a00-2019

American Industral Hygene Association (Asccacidn Americana de Higiene Industral).

Centro De Tratamiento En Intoxicaciones Por Agrogquimicos

Chemical Abstracts Senvice

Diario Oficial de la Federacion

Equipo de Proteccién Personal

Hoja de seguridad

Internaticnal Agency for Research on Cancer (Centro Intemacicnal de Investigaciones sobre el
Cancer).

North Amenican Free Trade Agreement (Tratado de Libre Comercio de Aménca del Norte)

No Especificados en otra Parte

National Institute for Occupational Safety and Health (Instituto Nacional para la Seguridad y Salud
Ocupacional )

Noima Oficial Mexicana

Occupational Safety and Health Administration (Administracion de Segundad y Salud Ocupacional)
Permissible Exposure Limits (Limites de exposicidn permisibles)

Policloruro de vinilo

Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales

Servicio De Informacion Toxicoldgica

Swiss National Accident Insurance Fund {(Fondo Nacional de Seguros de Accidentes de Suiza)
Tume-Weighted Average {Promedio ponderado en & iempo)

Cldusula de exencién de La informacion suministrada en este documento &s una guia para el usuario. A pesar de que el

responsabilidad

distribuider y el fabricante garantizan que la informacion es confiable, es responsabilidad ded usuario
determinar a especificidad de la informacdn aqui suministrada. El usuario estd advertido de no
interpretar la informacién suminsstrada como absolutamente completa, ya que puede gue se requiera
informacién adicional para circunstancas o casce especigies (como la combinacién cen ctros
materiales), o debido a regulaciones aplicables. Este producto debe ser almacenado, manipuiado y
usado de acuerdo con los procedimientes de una buena higiene industrial y de conformidad cen
cualguer reguiadon legal. La informacidn agqui suministrada esta basada en el estado actual de los
cenocimientos de la empresa AMVAC México, S. de R.L. de C.V. acerca del producio e intenta describir
el producto desde el punto de vista de los requerimientos de seguridad. Por lo tanto, esto no debe ser
interpretado como garantia de propledades especificas.

Elfabricante y distribuidor no pueden anticiparse a todas las condiciones bajo las cuales se puede usar
esta informacion y su producto o los productes de otres fabricantes en combnacion con su producto.
Es responsabiidad del usuaro cercicrarse de que haya condiciones seguras para el manejo,
almacenameento y desecho del produclio y sus envases, asi como asumir [a responsabilidad de pérdida,
lesion, daio o gasto debido a un uso inapropiado.
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