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1. INTRODUCCION

Juglans regia L. o nuez de castilla, &rbol que habita en climas templados, semi templados
o htmedos es una planta exégena que subsiste a diferentes condiciones de
temperatura, pH, precipitaciones, calidad y textura del suelo. Se encuentra dentro de
lista de las plantas prioritarias de la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) por sus propiedades nutricionales y dietéticas
(FAO, 2015). México es uno de los principales productores y exportadores a nivel
mundial, con el estado de Puebla como lider en este &mbito (SADER, 2020). Juglans regia
L. es importante en municipios como San Nicolas de los Ranchos, puesto que aporta
beneficios alimenticios, medicinales y posee un alto impacto econémico y cultural a
través de su gastronomia y algunas tradiciones mexicanas. Sin embargo, Juglans regia
L. es atacado por plagas y enfermedades fitosanitarias que perturban tanto la salud de
la planta como la produccién de nuez, lo que afecta la producciéon del fruto y la
economia de los fruticultores. separa contrarrestar esta problemdtica se utilizan
diversos métodos quimicos como los plaguicidas, que disminuyen la densidad
poblacional de las plagas y reducen los dafios ocasionados por los hongos patégenos e
insectos como la mosca de la fruta, una de las principales plagas en los nogales; no
obstante, pese a que los plaguicidas reducen el impacto de la problemaética, estos son
altamente contaminantes y representan un peligro en la salud de los productores y del
ambiente.

Las bacterias degradadoras de quitina, principal componente de la pared celular de
hongos y exoesqueleto de la mosca de la fruta, son una alternativa para manejar la
problematica en el nogal, fruto seco de mayor consumo a nivel mundial por sus
propiedades nutritivas. Por lo que el objetivo fue evaluar el control biolégico con
bacterias quitinoliticas sobre la mosca de la fruta y hongos asociados a Juglans regia L.
en San Nicolds de los Ranchos, Puebla. Para ello, se procedié al aislamiento e
identificacién de hongos presentes en el nogal, y se seleccionaron bacterias productoras
de quitinasa de los géneros Bacillus, Peribacillus, Pseudomonas y Serratia, evaluando su
capacidad antagonista in vitro contra los hongos identificados. Se implementaron
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tratamientos foliares, incluyendo siete bioldgicos con cepas bacterianas, dos quimicos
(fungicida e insecticida) y un control sin aplicacién. Posteriormente, se recolectaron
moscas de la fruta para su identificaciéon y célculo de incidencia en cada tratamiento,
adicionalmente, se evaluaron el area foliar y el tamafo del fruto.

Los resultados mostraron la presencia de los hongos Alternaria alternata, Fusarium
oxysporum y Neofusicoccum nonquaesitum, todos ellos patégenos del nogal. Todas las
cepas bacterianas lograron inhibir el crecimiento fangico in vitro, lo cual indica su
potencial para controlar los dafios en el nogal. Se identificaron también las especies de
mosca Bactrocera zonata, Drosophila sp., Drosophila longicornis (en estado adulto), y
Rhagoletis completa (en estado larval), siendo esta dltima la de mayor impacto
econémico en el cultivo de nogal.

Los tratamientos foliares con una combinacién de los cuatro géneros bacterianos
redujeron la incidencia de la mosca de la fruta, mientras que la combinacion de Bacillus
+ Peribacillus + Pseudomonas aumento el area foliar y el tamafio del fruto. En conclusion,
el control biolégico con bacterias quitinoliticas se presenta como una alternativa viable
para reducir las enfermedades fingicas y la incidencia de la mosca de la fruta, ademas

de contribuir al desarrollo del nogal.



2. MARCO TEORICO

2.1 Control biolégico.

Las enfermedades por patégenos y las afectaciones por plagas en las plantas es un
limitante para la produccién agricola, capaz de dafar hasta en un 25% de los cultivos
a nivel mundial (Lugtenberg, 2014). El control biolégico ofrece una alternativa natural
para combatir plagas y enfermedades en cultivos, aprovechando depredadores y
competidores naturales, al mismo tiempo que reduce la probabilidad de brotes,
ademas que se evita la resistencia de las plagas y patégenos ante este tipo de practicas
(Wyckhuys et al., 2013). Asimismo, el biocontrol previene infecciones para las plantas,
ademas de tener mecanismos especificos para los patdgenos, lo que evita afectaciones
ante otro tipo de especies (O'Brien, 2017).

Se ha demostrado que el uso de estos métodos es similar o con mejores rendimientos
comparandolos con pesticidas, logrando reducir las enfermedades en los cultivos
(Alexander & Stewart, 2001, Hao ef al., 2011). Ademas, un efecto que produce la
aplicacion del control biolégico, es el crecimiento acelerado hacia las plantas, esto se
debe a que los microorganismos segregan hormonas que estimulan a la planta que
provoca aumento en el rendimiento (Santoyo et al., 2012) induce la respuesta sistémica
inducida por la planta (Cai et al., 2013) y ayuda al estrés hidrico (Brader et al., 2014).
Las bacterias benéficas cuentan con diferentes mecanismos de accién como: antibiosis,
produccion de siderdforos, generaciéon de metabolitos inhibitorios, competencia por
sitios de colonizacién y nutrientes, induccién a mecanismos de resistencia inducida en
la planta y produccién de enzimas liticas como quitinasa o glucanasa (Whipps 2001),
estos mecanismos sugieren una alternativa para el sector fruticola a disminuir los
dafios producidos por plagas y patégenos, y verse reflejado en su economia, ademas

de beneficiar el desarrollo de las plantas como el caso del nogal.



2.2 Juglans regia L.

Juglans regia L. es un arbol perteneciente a la familia Juglandaceae y cuenta con una
gran importancia alimenticia, medicinal y comercial (Cicek, 2022). Es una especie
originaria de Turquia, los Balcanes e Himalaya Oriental, extendiéndose al Sureste de
Europa, Asia Menor, India y China. El nogal comdn o nuez de castilla, como es
conocido en México, es un arbol caducifolio, con una altura de entre 12 a 25 metros y
puede superar los 2 metros de didmetro, con un tronco liso grisdceo o marrén que
cuenta, ademas, con valor econémico maderero (lannamico, 2009). Habita en regiones
templadas, semi templadas o humedas, mientras que en temperaturas bajas (-5 a -10
°C) y en climas elevados (38°C) la planta muere (Lemus, 2010). Requiere de
precipitaciones anuales de entre 700 y 800 mm para un crecimiento adecuado, con una
textura de suelo ideal corresponde a los francos (>25% arcilla, 30-50% limo y 30-50%
arena) y tolera un pH del suelo entre 6.1 hasta 7.8 (Wani et al., 2016).

Es una planta rica en nutrientes, proteinas, grasas, vitaminas y minerales, y alto
contenido de 4cidos grasos esenciales (omega-3 y omega-6) y polifenoles antioxidantes
que ayudan a reducir el colesterol y ciertos problemas cardiovasculares, (Gandev,
2007). El aceite de la nuez de castilla y los extractos de las hojas se utilizan para
contrarrestar algunas enfermedades como la sinusitis, resfriados o dolor de estomago;
asimismo, se ha demostrado que sus extractos pueden tener efectos neuro protectores
y que ayudan a la memoria y salud cerebral, lo que puede ser beneficioso en el
tratamiento de enfermedades como el Alzheimer y el Parkinson (Liu et al., 2019).
También, se ha demostrado que la flor de la planta muestra propiedades
antiinflamatorias, anti hipdxicas y antidepresivas, por su contenido de flavonoides y
fenoles, especialmente de quercetina (Nabavi et al., 2011).

J. regia L. también cuenta con propiedades alelopaticas, lo que evita el crecimiento y
desarrollo de otras especies botanicas cercanas al nogal, dichos efectos se le atribuyen
a la juglona, compuesto alelo quimico que se libera por la raiz de la planta. Este
compuesto que tiene actividad antifingica, antiparasitaria y contra insectos; ademas

de ser aplicado en algunos usos medicinales; sin embargo, la capacidad eficiencia de
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este compuesto dependen del espécimen y de condiciones ambientales como el pH del
suelo, textura, materia orgdnica y otras caracteristicas del suelo, asi como de
condiciones climéticas y de su entorno (Islam et al., 2020).

Meéxico es el séptimo pais de mayor produccién de la nuez de castilla a nivel mundial,
después de China, E.E.U.U, Irdn, Turquia, Chile y Burkina Faso (FAOSTAT, 2024). El
nogal en México se produce principalmente en los estados de Chihuahua, Sonora,
Coahuila y Puebla, los cuales destinan aproximadamente 1,008 hectireas para el
cultivo y producen maés de 1,556 toneladas al afio de nuez (SADER, 2020). En el estado
de Puebla, la produccién y consumo de nuez de castilla son extensos, siendo de gran
relevancia gastronémica, alimentaria y econémica al ser parte de platillos tradicionales
del pais, de igual manera, es consumida como bocadillo y tiene algunos usos
medicinales, (Gonzélez, 2012). Sin embargo, el nogal es vulnerable a diversas plagas y
enfermedades fungicas que pueden comprometer su produccién y, por ende, su

impacto socioeconémico.

2.3 Mosca de la fruta.

La mosca de la fruta es un insecto del orden Diptera de la familia Tephritidae (Diptera:
Tephritidae), es considerada una plaga invasora en diversos frutales como manzana,
cereza, tomate, entre otras, y de las cuales destacan los géneros: Amnastrepha sp.,
Bactrocera sp., Ceratitis sp. y Rhagoletis sp. (Gutierrez et al., 2021), esta altima de mayor
impacto en Juglans regia L., en las cuales se encuentran Rhagoletis zoqui, R. suavis y R.
completa, también conocidas como moscas del nogal o moscas de la cascara del nogal,
las cuales en su estado larval se alimentan del pericarpio, tejido verde y carnoso que
cubre al fruto y evita el desarrollo de la nuez (Hernandez-Ortiz et al., 2010). El ciclo de
la mosca de la fruta en los cultivos inicia cuando los adultos se reproducen, la hembra
pone sus huevecillos debajo de la parte superficial del fruto, pericarpio, al cabo de
cuatro dias eclosiona la larva y se alimenta de ella provocando, en ciertos casos, la
entrada de hongos y bacterias patégenas que afectan a la nuez (Ramirez-Camejo et al.,

2017). Al caer la cascara al suelo, las larvas se entierran y permanecen en etapa de pupa
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hasta el siguiente periodo de lluvias, en algunos casos hasta dos afios, donde salen los
adultos y se reproducen (SENASICA, 2015). El impacto de esta plaga es sumamente
importante para los fruticultores ya que puede disminuir la produccién de la nuez
hasta en un 50%; ademds, puede causar manchas negras y posteriormente
podredumbre, y deformidades en la nuez (Khan et al., 2018). El impacto de esta plaga
se ve reflejado en la economia de los fruticultores, en California y Florida se estima que
se invierten millones de doélares al afo en disminuir la densidad poblacional de la
mosca de la fruta en los frutales (Carey et al., 2017), mientras que en la Generalitat
Valenciana gasta 9.5 de millones de euros en el control de la plaga (Pl4 et al., 2021),
asimismo, en Europa se cree que la invasiéon de Rhagoletis sp. en los nogales aumenta
los costos de produccién de la nuez desde un 13% hasta 430% dependiendo del grado
de infestacion de la mosca de la fruta y los planes de manejo de la plaga (Verheggen et
al., 2017).

Las especies de Rhagoletis sp. se pueden encontrar en diferentes variantes de Juglans sp.
que habitan en México, entre ellas Juglans regia L., la mosca de la fruta en estado adulto
aparece principalmente en la época de lluvias, entre los meses de junio a septiembre;
que al mismo tiempo es la etapa de fructificacion de la planta (Rull et al., 2013) (Cuadro
1).

Cuadpro 1. Etapas fenolégicas de J. regia L. y 1a mosca de la fruta.

_ Primavera Verano Otofio Invierno
Estacion
Mar. Abr. May. Jun. Jul. Agt. Sep. Oct. Nov. Dic. Ene. Feb.
Fenologia Floraciéon o
& acony Crecimiento de . .
dela crecimiento Caida de hojas y/o reposo
. frutos y cosecha
Planta vegetativo
Fenologia
& Adultos y
dela i
Pupas reproduccion/ Pupas
mosca de
larvas y huevos
la fruta




Etapa reproductiva

i

Etapa adulta ‘I !/ Etapa larval

Figura 1. Ciclo de la mosca de la fruta en J. regia L. (Elaboracién propia).

2.4 Estrategias de control para la mosca de la fruta.

Las moscas del nogal es una de las plagas de mayor riesgo en la fruticultura a nivel
mundial. Existen diversas técnicas para el control de este tipo de plagas para favorecer
el umbral econémico de la produccién de los nogales. Entre las técnicas mas frecuentes
estd la aplicacion de insecticidas como O,O-Dimetil-S-metilcarbamoil metil-
fosforoditioato, O, O-dimetil O-(3-metil-4-nitrofenil) fosforotioato y (2-
[(dimetoxifosforotioil)sulfanil] butanodioato de dietilo), los cuales logran reducir gran
parte de la densidad poblacional de insectos, lo que los convierte en un método
econdémicamente viable pero ambientalmente dafiino a la salud humana y a la de los

ecosistemas (Medic et al., 2022).



Otro método es el uso de trampas tipo Multilure o McPhail, las cuales utilizan una base
de proteina hidrolizada como atrayente para la mosca de la fruta, una vez que ingresa
el insecto a la trampa, es incapaz de escapar; lo que las convierte en una alternativa
para el control y monitoreo de esta plaga, practica utilizada en el manejo integral de

plagas (Aparicio-Del Moral et al., 2015).

2.5 Hongos patogenos en Juglans regia L.

La identificacién de hongos patégenos en plantas como J. regia L. ha cobrado mayor
relevancia en los dltimos afios ya que pueden causar enfermedades y dafios al fruto,
raices, tronco y a las hojas de la planta (Chen et al., 2014). En México no existen registros
de deteccién y aislamiento de hongos patégenos en cultivos de |. regia L. Por otra parte,
en otras regiones del mundo como en China, Europa y Norteamérica se han realizado
estudios para la identificacién de hongos y las enfermedades que estos causan en la
planta. En el caso de Xu et al. (2022), destacaron la presencia de Ophiognomonia leptostyla
el cual provoca pérdidas de cultivos de |. regia L. ubicados en China, de modo similar,
detectaron a Lasiodiplodia  pseudotheobromae (Dothideomycetes) vy Juglanconis
appendiculata (Sordariomycetes), involucradas con el tizén y cancro, esta tltima se
consideré de importancia ya que fue capaz de propagarse facilmente en distancias
cortas, afectando a gran parte del cultivo. En Republica Checa, Eichmeier et al. (2020),
encontraron especies de Cadophora causante de la enfermedad de Petri, la cual obstruye
el transporte hidrico y de nutrientes. Mientras que el segundo grupo predominantes
de hongos fueron especies de las familias Botryosphaeriaceae y Diatrypaceae asociados
con la necrosis de las hojas del arbol. De igual manera, se ha encontrado que
Botryosphaeriaceae y Diaporthe son causantes de la muerte regresiva de ramas de la

planta (Lopez-Moral et al., 2022).

2.6 Afectaciones ambientales por el uso de plaguicidas.

El ser humano depende de la naturaleza y los servicios que ella le brinda, sin embargo,

la sobreexplotacion de los recursos limita el progreso de las metas de los Objetivos del
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Desarrollo Sostenible (ODS). En la actualidad las plagas y enfermedades fitosanitarias
son una problematica de gran envergadura que afecta la salud de las plantas y calidad
de los alimentos; por ello, se ha intensificado el uso de plaguicidas para proteger los
cultivos de insectos, hongos u otro tipo de microorganismos patégenos. No obstante,
son una alternativa que causa contaminacion, afecta la calidad de los ecosistemas y
efectos en la salud humana, algunos de ellos son persistentes en el suelo o agua, lo que
los convierte en una fuente puntual y severa de contaminacién (OMS, 2022). Si bien se
han realizado acciones para restringir el uso de ciertos plaguicidas considerados como
altamente peligrosos, esto no sugiere una solucion a la problematica, ya que no han
sido suficientes para reducir la exposiciéon a estos compuestos. Una vez aplicado el
plaguicida sobre los cultivos, este puede permanecer en el fruto o en la planta, por lo
que los agricultores y consumidores estdn expuestos a los quimicos ya sea por
inhalacién o ingesta. Se ha comprobado que los plaguicidas afectan a las plantas en su
desarrollo, inhibiendo el proceso fotosintético y produccién enzimética, evita el
crecimiento adecuado de las hojas y raices, reduce el porcentaje de germinacion, afecta
el rendimiento y produccién de las plantas, inclusive causa interferencia en la sintesis
de proteinas y del ADN (Parween et al., 2016). Por otra parte, los pesticidas se acumulan
en el suelo y en cuerpos de agua cercanos a ella, lo que altera su composicion natural y
los ecosistemas aledafios por las diversas interacciones del ambiente (Sadeghnezhad et
al., 2020). Por ejemplo, uno de los insecticidas con mayor presencia, son los
organofosforados, cuya exposicién supone una accién altamente téxica, que afecta el
sistema nervioso, cardiovascular o pulmonar, ademads, de que es un contaminante del
suelo, que provoca acidificacién, pérdida de fertilidad, lixiviacién de nitratos y pérdida
de la biodiversidad (Mulla et al., 2020). Por otro lado, los insecticidas son considerados
los plaguicidas mas toxicos, seguidos de los fungicidas y herbicidas, a su vez estos
persisten en las cadenas alimentarias de los animales, en procesos de bioamplificacion,
en los cuales los depredadores secundarios y terciarios de la cadena tréfica va

aumentando la concentracion de pesticidas en el tejido corporal, por lo que mayor es



el nivel tréfico, mayor serd la concentracién y persistencia de plaguicida en los

animales (Mahmood et al., 2016).

2.7 Bacterias quitinoliticas.

La quitina es un polisacarido con la segunda mayor presencia en la naturaleza. Se ha
demostrado que la quitina es parte fundamental del exoesqueleto de insectos. Ademas,
la pared celular de los hongos fitopatégenos esta compuesta de quitina. Las quitinasas
son enzimas hidroliticas capaces de degradar la quitina y son producidas por diferentes
géneros bacterianos (Rodriguez-Pedroso et al., 2009). Ejemplo de ello son algunas
bacterias utilizadas para el control biolégico como Bacillus wvelezensis, sobre
Colletotrichum gloeosporioides, el cual es causante de la antracnosis, enfermedad que
afecta la produccién del nogal (Choub et al., 2021). En otro caso de estudio se analiz6 la
capacidad de algunas rizobacterias contra Dematophora necatrix, Alternaria solani,
Pythium aphanidermatum, Fusarium oxysporum y Phytophthora capsici en cultivos de J.
regia L. en el Noroeste del Himalaya; entre las bacterias mas efectivas en el biocontrol
de fitopatégenos se encontraron cepas de Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis y

Micrococcus luteus (Dar et al., 2018).
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3. TIPO Y ALCANCE DE INVESTIGACION

La presente investigacion se clasifica como cuantitativa y experimental. Se desarrolla
en un enfoque cuantitativo ya que realiza una recoleccién y andlisis de datos numéricos
para evaluar el impacto del control biolégico en las plagas y hongos asociados al nogal,
este enfoque permite medir variable como la incidencia de la mosca de la fruta y
caracteristicas fenolégicas de la planta (Hernandez-Sampieri., & Mendoza, 2018).
Ademas, el estudio es experimental ya que implica que el control es a través de la
aplicacién de tratamientos biol6gico con bacterias quitinoliticas, tratamientos quimicos
y sin aplicacion, este método permite identificar el efecto de las bacterias benéficas en
comparacion con métodos convencionales como los pesticidas. Este tipo de resultados
proporcionan una base para establecer la efectividad de los tratamientos biolégicos en
condiciones de campo (Pereyra, 2020).

El alcance de la investigacion es explicativo, ya que explica el efecto de las bacterias
sobre el control de plagas y enfermedades fuangicas, asi como su impacto en el
crecimiento de la planta, este alcance permite describir los efectos observados y

argumentar su aplicacion como método de control en la fruticultura (Galarza, 2020).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las afectaciones en Juglans regia L. son un tema de interés y de preocupacion en la
produccion y conservacion de este recurso natural importante. La mosca de la fruta de
las especies Rhagoletis sp., y Drosophila sp., entre otras, se alimentan de la nuez de
castilla por lo que afectan a la salud de la planta y calidad del fruto, y por ende, la
producciéon de la nuez y la economia del productor. Ademas, la infeccion por la mosca
servir como vector de entrada de hongos patégenos; mismos que ocasionan
enfermedades y dafios al fruto, hojas, ramas, madera, raiz y tallo de la planta. Por ello,
los productores nogaleros se han visto obligados a utilizar pesticidas sintéticos, pero
esto ha traido efectos adversos a los ecosistemas.

San Nicolas de los Ranchos, Puebla, es una zona de interés al ser uno de los mayores
productores de nuez de castilla, sin embargo, tiene importantes pérdidas econémicas
debido a las plagas y enfermedades producidas por la mosca de la fruta y hongos
fitopatégenos. Por lo que, es fundamental establecer una alternativa biol6gica de
control sustentable, que disminuya la densidad de plagas en la zona, sin alterar el sitio

y el recurso alimenticio.
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5. JUSTIFICACION

La nuez de castilla o Juglans regia L. es una fuente alimenticia rica en nutrientes, es parte
de la identidad cultural y de la gastronomia mexicana, lo que constituye altos
estandares de consumo en Puebla, con San Nicolas de los Ranchos como uno de los
mayores productores del Estado. Sin embargo, la incidencia de plagas como la mosca
de la fruta y hongos fitopatégenos, asi como los métodos empleados en su control,
constituyen una amenaza para los cultivos, la salud de la planta y de los productores,
pérdidas econémicas y efectos adversos al ecosistema. Por lo que este estudio, plantea
una via biol6gica para el control de plagas de Juglans regia L. y de esta manera, proteger
la nuez de castilla y favorecer la produccion de la region.

Los recursos naturales nos brindan diversos servicios ambientales que, debido a las
actividades antropogénicas, se han alterado o disminuido los grandes beneficios que
ciertos alimentos, como la nuez de castilla, nos ofrece. La aplicacién de insecticidas a
los cultivos del nogal perturba la composicion original del fruto y promueve la ingesta
e inhalacién de residuos de plaguicidas. Por ende, este proyecto ayuda a la proteccion
de los productores, consumidores y ecosistema ante contaminantes quimicos
peligrosos.

Asimismo, la presente investigacion esta vinculada con cinco de los objetivos del
desarrollo sostenible de la FAO (ONU, 2015), que buscan que los agricultores tienen
derecho a contribuir con producciones sostenibles y responsables con el medio
ambiente. De igual forma, se busca asegurar la calidad del fruto para garantizar la
mejor calidad nutricional y medicinal, asi como la basqueda de métodos de control

efectivos que no alteren los ecosistemas y salud de los seres vivos.
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Coémo influye el uso de bacterias quitinoliticas en el control biolégico de la mosca de
la fruta, hongos fitopatégenos y calidad en el cultivo del nogal (Juglans regia L.) en San

Nicolas de los Ranchos, Puebla?

7. HIPOTESIS

Las bacterias quitinoliticas seran eficientes en el control de la mosca de la fruta y hongos

titopatoégenos asociados a Juglans regia L. de San Nicolas de los Ranchos, Puebla.
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8. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del control biolégico de la mosca de la fruta y hongos fitopatoégenos

asociados a Juglans regia L. con bacterias quitinoliticas en cultivos de San Nicolas de los

Ranchos, Puebla.

8.1. Objetivos especificos

1.

Detectar e identificar la mosca de la fruta y hongos patégenos asociados a . regia
L.

Determinar la capacidad de las bacterias quitinoliticas para el control de hongos
patogenos de nogal en condiciones de laboratorio.

Determinar el efecto de bacterias quitinoliticas en el control de la mosca de la
fruta en condiciones de campo.

Evaluar el efecto de bacterias quitinoliticas en la protecciéon de las plantas de J.
regia L. en condiciones de campo.

Evaluar el efecto del control biolégico en la fenologia de los arboles de J. regia L.
en condiciones de campo.

Comparar el valor comercial de la nuez con los tratamientos foliares.
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 Descripcion de San Nicolas de los Ranchos

San Nicolas de los Ranchos es un municipio del estado de Puebla, ubicado en las faldas
del volcan Popocatépetl, en los paralelos 19° 01" 24" y 19° 08" 30”" de latitud norte y los
meridianos 98° 28724"" y 98° 39°00”" de longitud occidental (Figura 2). Cuenta con una
extension territorial de 162.45 km? y se localiza en la parte occidental de la cuenca alta
del Atoyac. El municipio tiene climas frios a templados, semifrio y subhimedo, con
lluvias en verano. Con dos tipos de suelo principalmente, litosol y regosol (CONAC,

2021).

N
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Figura 2. Ubicacion satelital de San Nicolas de los Ranchos, Puebla (Elaboracion
propia).

La principal actividad econémica de los pobladores es la agricultura de temporal,

principalmente de maiz y nuez de castilla, por lo que gran parte de la poblacién del

municipio labora en actividades agricolas con mas del 16% (DATAMEXICO, 2022). La
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produccién de nuez de castilla es el objetivo de esta investigacion, para ello se
realizaran recorridos de campo y toma de muestras del fruto, de las hojas de la planta

y del suelo para estudiar e identificar insectos y hongos fitopatégenos.

9.2 Fase de muestreo.

9.2.1 Suelo.

Se recorri6 la zona de estudio y se tomaron muestras de 1 kg de suelo asociado a
cultivos de Juglans regia L. a una profundidad entre 20 y 30 cm. Las muestras se
mezclaron para formar una muestra compuesta que se almacené a 4°C hasta su anélisis
de propiedades fisicas, quimicas y microbiolégicas.

Por otro lado, se determiné la poblacién bacteriana y fingica del suelo por medio del
método de conteo en placa, para lo que se realizaron diluciones seriadas y siembra en
medios de cultivo: agar de MacConkey para bacterias Gram negativas, agar de Czapek-
Dox para actinomicetos, agar de Papa-Dextrosa (PDA) para hongos y agar de Soya y
Tripticaseina (TSA) para bacterias mesofilicas aerdbicas. Los resultados se reportaron

como Unidades Formadoras de colonias por gramo de suelo (UFC g1).

9.2.2 Juglans regia L.

Se tomaron muestras de diferentes arboles de nogal para el aislamiento de hongos
asociados a Juglans regia L. Se seleccionaron frutos, hojas y flor de la planta sanos y que

manifestaron dafnos o enfermedad.

9.3 Fase de laboratorio.

9.3.1 Compatibilidad entre cepas quitinoliticas bacterianas.

En caldo de Soya y Tripticaseina (CST) se inocularon por separado las siete bacterias
de la colecciéon de Microbiologia de Suelos BUAP y pertenecientes a las especies de
Bacillus mycoides, B. simplex, Burkholderia gladioli, Peribacillus simplex, Pseudomonas

fluorescens, Serratia grimesii, S. proteamaculans y S. proteamaculans, a las 24 h se ajusto6 la
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poblacién a 1.2x10° CFU mL-1. Por otro lado, se sembré cada cepa bacteriana en placas
con agar TSA y en lineas de 3 cm perpendiculares al primer in6culo. La prueba se
realiz6 por triplicado para cada bacteria. Posteriormente a las 48 h y 72 h, se verific6 la
compatibilidad de las bacterias quitinoliticas que inhibieron el crecimiento de otra

cepa.

9.3.2 Determinaciéon de indoles de cepas bacterianas.

Se prepar6é un medio de produccion de indoles para la inoculacién de las bacterias,
compuesto por caldo de soya y tripticaseina con 3.125 mg de fructosa y 125 mg de
triptéfano disueltos en 25 mL de agua destilada. Se incubado durante 4 dias para
aseverar su esterilidad, posterior se inocularon cada una de las bacterias y se incubo 4
dias a 28 - 30 °C a 200 rpm. Las muestras fueron centrifugadas a 500 rpm por 20
minutos para tener el sobrenadante y transferirlos a tubos envueltos en aluminio para
protegerlas de la luz, se ajust6 el pH a 2.5 con HCl al 10%. Se realizaron tres lavados
con 40 mL de acetato de etilo de cada muestra durante 4 minutos para separar la fase
acuosa de la organica, se dejo en reposo y se conservo la fase organica. La destilacion
fue mediante un rotavapor y obtener los indoles de cada cepa, a 37 °C hasta su
evaporacion, los residuos se suspendieron en 500 pL de metanol y fue conservado en
refrigeraciéon a 4 °C.

Se tom6 una muestra de 20 pL de la muestra y se afiadié 1 pL del reactivo de
Salkowsky, para el blanco se agreg6 20 pL y un 1 pL del reactivo (Glickman y Dessaux,
1994). La mezcla se agit6 en un vortex y se incub6 a 60°C durante 5 minutos en bafio
maria, el reactivo de Salkowski facilit6 la oxidacién del compuesto indélico mediante
sales de hierro, generando cambios de color que pueden variar desde un tono rosa claro
hasta uno mas intenso si el resultado es positivo. Después de enfriar, se midi6 la
absorbancia a la longitud de onda de 535 nm, se construy6 una curva de calibracion
utilizando los datos obtenidos para cuantificar la producciéon de indoles por medio del

acido indol-3-acético por parte de las bacterias, con un rango de concentraciones de 10
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y 400 pg/mL (Anexo 14.3). Cada prueba se realizé por triplicado para cada cepa

bacteriana y el blanco.

9.3.3 Aislamiento y caracterizaciéon de hongos fitopatégenos.

A partir de las muestras de ]. regia, se aislaron hongos asociados a la planta por el
método de camara htimeda; para ello, se realizaron tres lavados de las muestras con
hipoclorito de sodio al 10% y con agua destilada estéril, posteriormente se pusieron las
muestras en placas Petri de vidrio con papel filtro y agua destilada estéril. Una vez que
se observo el desarrollo de hifas y micelio en el tejido vegetal, se sembraron los
consorcios de hongos en medio agar de Papa-Dextrosa (PDA). Se incubaron durante 7
dias a temperatura de 28 - 30°C. Se hicieron resiembras hasta la purificacién de los
hongos.

Para caracterizar a los hongos fitopatogenos, se utilizaron claves taxonémicas (Carrillo,
2003). Ademas, se realizaron microcultivos en placas Petri, donde se sembré el hongo
en 1 cm? de PDA, el cubo de agar se colocé entre un portaobjetos y cubreobjetos, una
vez que se observo el crecimiento del hongo, se retir6 el medio de cultivo y se coloco
una gota de azul de metileno entre las laminas y se sellaron; posteriormente, en el
microscopio se identificaron taxonémicamente por medio de sus estructuras fangicas.
Para la identificacién molecular se extrajo el ADN genémico de los hongos. Para la
extraccion de ADN se inocul6 el hongo en caldo de extracto de levadura, peptona y
dextrosa (YPD) para su crecimiento, durante 7 dias en agitacion. Se utiliz6 el kit Zymo
Research Quick-DNA™ Soil Microbe Miniprep para aislar y purificar el ADN de la
muestra. Se llevé a cabo la amplificacion del ADN con los primer ITS-IF (forward)
(O'CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") e ITS-4 (reverse) (5'-
TCCTCCGCITATTGATATGC-3") (White, 1990), con ayuda del termociclador
Techne®3000G. El programa que se utiliz6 tiene un paso inicial a 94° C por 2 minutos,
seguido de 33 ciclos de 1 minuto a 94° C de desnaturalizacion, alineamiento a 49.7° C
por 1 minuto y 3 minutos de extension a 72° C. Posteriormente, una extension final de

7 minutos a 72° C. Los productos de la PCR se verificaron por medio de electroforesis
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en agarosa al 0.8% a 80 V por 1.2 horas con la fuente poder Power Pac 3000, y
observaron en el transiluminador WUV-L50 WiseUv. Luego, los productos de la
reaccion fueron purificados con el kit de purificacion de ADN genémico Wizard® y
secuenciados en el laboratorio de servicios genémicos UGA-LANGEBIO. La identidad
de los organismos fue verificada con la herramienta BLAST (GenBank). Las secuencias
estan disponibles en la base de datos GenBank con los ntimeros de acceso que se

detallan en el (Cuadro 6).

9.3.4 Ensayos de antagonismo de bacterias quitinoliticas contra hongos
fitopatogenos asociados a J. regia L.

Se prepar¢ agar de infusién de papa para favorecer el crecimiento tanto de las bacterias
quitinoliticas como el de los hongos asociados al nogal y poder realizar las pruebas de
antibiosis. Las bacterias se inocularon en tubos de caldo de nutritivo para su
propagacion y se incubaron en agitacion a 28 - 30° C. A las 24 h se ajust6 la poblacion
a 1.2x10° UFC mL. Las cepas se sembraron por duplicado en placas con el medio de
cultivo, de forma lineal con 3 cm de largo (Figura, 3), después de 24 h se inocul6 el
hongo en la parte central de la placa, cada prueba se realiz6 por triplicado contra las

siete especies bacterianas y un testigo.

9.4 Fase de campo

9.4.1 Aplicacién de control bioldgico en J. regia L.

Se evaluo el efecto de las bacterias quitinoliticas sobre la mosca de la fruta y hongos
asociados a Juglans regia L. Se aplicaron diez tratamientos en arboles de la zona de
estudio, siete de ellos biol6gicos con cepas de Bacillus, Peribacillus, Pseudomonas y
Serratia, dos tratamientos quimicos, un fungicida quimico, un insecticida y un testigo
sin aplicacion (Cuadro 2), todos los tratamientos se evaluaron por triplicado.

La aplicacion foliar de los tratamientos fue mensual a partir de marzo hasta junio del
2023. También se cuidé que las aplicaciones cubrieran a las hojas, ramas, tronco y al
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area del suelo debajo de la copa del arbol. Para ello, primeramente se propagaron todas
las cepas en caldo de Soya y Tripticaseina a 28 - 30 °C por 24 h en agitacién a 125
revoluciones por minuto (rpm). La aplicaciéon de cada tratamiento fue de 5 litros en
relaciéon 1:5 de cada cultivo bacteriano diluido en agua con ayuda de un aspersor
portétil para riego inalambrico, con 2 mL de adherente (Alcohol polivinilico éter de
polietilenglicol etoxilado). Todos los tratamientos se diluyeron al momento de su
aplicaciéon en campo. Para el fungicida se diluyeron 15 g en 5 L de agua y para el
insecticida fueron 250 mL en 5 L de agua, ambas preparaciones son conforme a la
sugerencia del fabricante en aplicaciones en frutales, se afiadié 2 mL de adherente y se

tomaron las medidas de seguridad recomendadas.

Cuadro 2. Tratamiento en J. regia L. de San Nicolas de los Ranchos, Puebla.

Nuamero de
Contenido del tratamiento

tratamiento
1 Testigo
2 B. mycoides, B. simplex y P. simplex
3 B. mycoides, B. simplex'y P. simplex + P. fluorescens
4 P. fluorescens
5 S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii
S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii + B. mycoides + B.
° simplex + P. simplex
S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii + B. mycoides + B.
’ simplex + P. simplex + P. fluorescens
8 S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii + P. fluorescens
9 Fungicida (2,4,5,6-tetracloro-1,3-bencenodicarbonitrilo)
10 Insecticida (2-[(dimetoxifosforotioil)sulfanil] butanodioato de dietilo)

Los cultivos bacterianos se ajustaron a un litro con una poblacién de 1.2x10° UFC mL y se diluyeron en
agua en proporcion 1:5.
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9.4.2 Mosca de la fruta.

Para evaluar la presencia de la mosca de la fruta, posterior a la aplicacién foliar de los
tratamientos, se colocaron trampas tipo McPhail (Figura 3), que se adaptaron a partir
de botellas de plastico recicladas a las que se les coloc6 una cinta amarilla y cuatro
perforaciones de 3 cm de didmetro en la parte superior. Se prepar6 una mezcla de agua
con una porcién de azicar, levadura y peptona de caseina. Las trampas se ubicaron en
las ramas de los arboles de Juglans regia L., al ser un sitio estratégico por el ciclo de vida
de la mosca. Se colocaron tres trampas de McPhail en cada unidad experimental y se
asegurod evitar que la filtraciéon de agua o de polvo pudiera afectar su funcionamiento.
Se recogieron 7 dias después de su colocacion, los insectos atrapados se colectaron y se
conservaron en una solucién alcohol etilico al 70%.

Para la recoleccion de larvas, se colectaron 5 frutos por unidad experimental de puntos
cercanos a la trampa, y se conservaron en recipientes cerrados bajo las mismas
condiciones, una vez que el fruto presento sintomas de pudricién se colectaron las
larvas manualmente y se depositaron en contenedores con alcohol etilico al 70% para

su conservacion.

Figura 3. Trampa tipo McPhail para la captura de la mosca de la fruta.
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9.4.3 Identificaciéon de la mosca de la fruta.

Las moscas de la fruta recolectadas fueron identificadas por claves taxonémicas
(Hernandez-Ortiz et al., 2010), para validar las variantes que se asocian a J. regia L. en
la zona experimental. Una vez descritas se cuantifico la poblaciéon de cada especie de
la mosca de la fruta identificada en cada tratamiento.

La identificacién molecular de las moscas de la fruta, fue a partir de la extraccion de
ADN tejido de los insectos o larvas con el Kit Quick -DNA (Zymo Research®), y de
acuerdo a las indicaciones del fabricante. Se utilizaron los primers C1-]-2792 (5'-
ATACCTCGACGTTATTCAGA-3) y TK-N-3772 (5'-
GAGACCATTACTTGCTTTCAGTCATCT-3") (Simon et al., 1994), del gen citocromo c
oxidasa I (COI). La reacciéon de PCR se realizé en un volumen final de 25 ul: 12.5 ul de
GoTaq Colorless Master Mix 2X (Promega), 0.5 uM de cada uno de los primers y 1 ul
de ADN. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador (Techne®TC-3000G), con las
siguientes condiciones: 94°C por 3 min, posteriormente de 34 ciclos de
desnaturalizacién a 94°C por 30 s, alineamiento a 50°C por 1 min y extension a 72°C
por 2 min, con una extension final a 72°C por 10 min (Rull ef al., 2013). Los productos
de la PCR se purificaron con el kit DNA Wizard® Genomic DNA Purification y se
secuenciaron en el Laboratorio de Servicios Genémicos (UGA-LANGEBIO). Se verifico
la identidad de los organismos con la herramienta BLAST (GenBank) Las secuencias

estan disponibles en la base de datos GenBank bajo el namero de proyecto

PRJNA1101084.

9.4.4 Evaluacion del control biolégico en J. regia L.

Se calcul6 el porcentaje de dafio en arboles a partir del segundo y cuarto foliolo de
muestras de las hojas compuestas recolectadas en los diferentes tratamientos. Se
calculé de acuerdo con la escala de dafio foliar disefiada especificamente para este
trabajo (Figura 4). Se obtuvieron 10 hojas por cada unidad experimental y se evalu6 el

dafio conforme a las especificaciones de la escala disefiada. Una vez obtenido el
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porcentaje de dafio foliar, se procedi6 a calcular el area foliar en cm? de cada una de las
muestras, esto por medio del programa Image] V 1.54d (National Institutes of Health,
USA). Ademas, se evalu6 el didmetro de la nuez fresca y, posteriormente se someti6 a

sequedad a 70°C hasta obtener masa constante y se calculé su masa seca (Anexo 14.2).

15% 25% “em

Figura 4. Escala de dafio en foliolos de ]J. regia L.

9.5 Comparativa del valor comercial de la nuez de castilla.

Se visitaron localidades de venta de la nuez de castilla en la ciudad de Puebla, se
obtuvieron nueces de diferentes precios en el mes de Julio del 2024. Se procedi6 a medir
el didmetro de las nueces obtenidas correspondientes a los precios de 180.00 MXN,
200.00 MXN y 280.00 MXN, posteriormente, se realiz6 una comparativa de los precios
de las nueces en el comercio con respecto a los tamafios obtenidos con los tratamientos

en campo en este estudio.

9.6 Analisis estadistico.

Los anélisis estadisticos se realizaron con el programa RStudio, versién R version 4.3.3.
A todos los datos se les realiz6 la prueba de normalidad de Shapiro-Wilkins y
posteriormente se realiz6 un analisis de varianza y comparacion de medias. Para los
datos que fueron normales se aplicaron las pruebas paramétricas ANOVA y Tukey y
para aquellos datos no normales, se utilizaron las pruebas no paramétricas de Kruskal

Wallis y Dunn, con valor de significancia p < 0.05.
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10. RESULTADOS Y DISCUSION
10.1 Fase de laboratorio

10.1.1 Caracterizacion del suelo.

Conforme a los resultados la textura del suelo corresponde al franco arenoso que se
considera dentro del rango ideal para la planta (Cuadro 3) (Lemus, 2010). El pH
determinado fue de 6.5, se encuentra dentro del rango 6.1 y 7.8, establecido como
conveniente para el nogal (Wani ef al., 2016). La concentracién de fésforo extractable
registré 213.9 mg kg, la cual es clasificada como alta de acuerdo con la NOM 021-
RECNAT-2000, pero lo anterior se explica por ser procedente de suelos volcanicos y

por la cercania de San Nicolés de los Ranchos con el volcan (Lopez-Gonzalez, 2013).

Cuadro 3. Analisis fisicoquimico del suelo de San Nicolas de los Ranchos.

Parametro Unidades Valor Interpretacién* Método
pH 6.5 Moderadamente 4cido  AS-02*
M.O. % 1.9 Medio AS-07*
Nitrégeno % 0.1 Medio AS-25*
Arena:Limo:Arcilla % 80.0:14.0:6.0 Franco arenoso AS-09*
Ca cmol kgt 5.6 Medio AS-12%
Mg cmol kgt 2.0 Medio AS-12%
Na cmol kgt 1.0 NA AS-12*

K cmol kgt 0.3 Bajo AS-12%
CIC cmol kgt 9.6 Bajo AS-12*

P mg kg1 214.0 Alto Bray-1
DA g mL1 14 NA Probeta

CE dS m-! 0.2 Flectonulo de AS-18*

salinidad

Resultados en base a la NOM 021-RECNAT-2000*. NA: No aplica
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El analisis microbiolégico (Cuadro 4), evidencia una cantidad de 16x10-¢ bacterias
mesofilas, lo cual es un indicativo de la actividad microbiana y esta asociado a un suelo
saludable y fértil (Mantilla-Paredes et al., 2009). Ademas, la cantidad de hongos es otro
dato que proporciona informacioén sobre el estado actual del suelo, si gran parte de
estos hongos son endoéfitos o saprofitos ayudan a la composicién del suelo y protegen
a la planta, otra parte son patégenos para la misma e infectar a la raiz, tallo, hoja o fruto
(Berdugo, 2009). La diversidad microbiana en el suelo es fundamental para su
fertilidad y para ayudar a ser un suelo supresor. Algunos microorganismos ayudan a
la disponibilidad de los nutrientes para las plantas, ademas de producir antibiéticos y
competir por el espacio contra patdégenos (Jayaraman et al., 2021). Sin embargo, los
consorcios de hongos patégenos causan diversas enfermedades a las plantas como en

el caso de J. regia L (Liu et al., 2023).

Cuadro 4. Analisis microbioldgico del suelo de la zona de estudio.

Bacterias Hongos
Mesofilas aerobicas Gram negativas Filamentosas (Actinomicetos)
UFC g1 de suelo (x103)
16,000 +141.0 5+0.1 700+35.3 100 + 2.8

UFC: Unidades formadoras de colonias

10.1.2 Caracteristicas de bacterias de control biolégico.

De las ocho bacterias seleccionadas para la prueba de compatibilidad, solo Burkholderia
gladioli fue excluida ya que impedia el crecimiento de las demas cepas bacterianas, por
lo que las siete bacterias restantes fueron aceptadas para el control biolégico en
laboratorio y campo en Juglans regia L. (Cuadro, 5). Asimismo, se realiz6 la prueba de
indoles totales (Figura, 5) para conocer su capacidad de producir fitohormonas como
el acido indol-3-acético (IAA), hormona que las bacterias promotoras del crecimiento

vegetal liberan con lo que estimulan el desarrollo de las plantas (Yousef, 2018).
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Cuadpro 5. Bacterias seleccionadas en el control biolégico de J. regia L.

Bacteria Clave Origen
Bacillus mycoides BUAP-P3N Agricola
Bacillus simplex BUAP-E3L Agricola
Peribacillus simplex BUAP-C2C Agricola
Pseudomonas fluorescens BUAP-CA48 Agricola
Serratia grimesii BUAP-P5S Forestal
Serratia proteamaculans BUAP-PIR Forestal
Serratia proteamaculans BUAP-P3S Forestal

Bacterias seleccionadas del banco del laboratorio de Microbiologia de Suelos

400 a

350
300

pg eq IAA * mL1
N
=3
S
o

Bacteria

Figura 5. Indoles totales de bacterias quitinoliticas para el control biolégico.

27



10.1.3 Aislamiento de hongos fitopatégenos.

Se realiz6 la propagacion de hongos por el método de camara htimeda para detectar la
presencia de hongos asociados a Juglans regia L. Este método se efectud con frutos de
los ciclos 2021 y 2022, asi como hoja y flor del 2023.

Por claves taxondmicas y técnicas moleculares (Figura 6) se identificaron 10 hongos
asociados a1 nogal: 6 encontrados en hojas correspondientes a Acremonium sp. (SNJH3),
Alternaria alternata (SNJH4), Aspergillus niger (SNJH2), Aspergillus ustus (SNJH1),
Curvularia trifolii (SNJH6) y Neofusicoccum nonquaesitum (SNJH5); 3 en fruto como
Alternaria alternata (SNJN1), Fusarium oxysporum (SNJN2) y Rhizopus sp. (SNJN3); y en
la flor se aisl6 Epicoccum nigrum (SNJF1) (Cuadro 6).

Figura 6. Productos de PCR de hongos asociados a J. regia L., los carriles representan:
1) Marcador de peso molecular (100 pb), 2) F. oxysporum, 3) N. nonquaesitum, 4) A.
alternata, 5) C. trifolii, 6) A. ustus, 7) Epicoccum nigrum, 8) A. niger, 9) y 10) Blanco
negativo.
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Cuadro 6. Hongos aislados y asociados a J. regia L.

Namero
Especie Morfologia macroscopica Morfologia microscépica
de acceso
Acremonium sp. ND

Alternaria

PP657151
alternata
Alternaria

PP657147
alternata
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Namero

Especie
de acceso
Aspergillus niger  PP657145
Aspergillus ustus  PP657152
Curvularia
PP657148
trifolii
Epicoccum
PP657150
nigrum

Morfologia macroscépica

30

Morfologia microscépica




Namero

Especie q Morfologia macroscépica Morfologia microscépica
e acceso

Fusarium
PP657149
oxysporum
Neofusicoccum
PP657146
nonquaesitum
Rhizopus sp. ND

ND: No determinado molecularmente. Morfologia microscépica vista con microscopio con

aumento de 1000x.

El género Fusarium sp. es conocido por producir necrosis apical marrén, el cual puede
generar caida prematura del fruto del nogal, evita su desarrollo y afecta la producciéon
(Pardatscher et al., 2009). En el caso de Fusarium oxysporum hongo causante de
marchitez y necrosis a la planta hospedera, el cual impide el transporte del agua al
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alterar los vasos del xilema, ademdas de ser muy conocido por ser productor de
micotoxinas como el &cido fusarico y la beauvericina causantes de diversas
enfermedades en frutales (Zuriegat et al., 2021), es considerado como el quinto
patégeno de mayor impacto en las plantas, ademas de provocar infecciones invasivas
para el ser humano en pacientes inmunocomprometidos (Dean ef al., 2012). San Martin
et al., (2023) encontraron que F. oxysporum y A. alternata son patégenos del nogal
causantes de necrosis en la planta y caida prematura del fruto. El género Alternaria sp.
y Fusarium sp. se han encontrado en el fruto enfermo, ademas que A. alternata también
es conocido por producir manchas foliares marrones en el nogal (Temperini et al., 2017,
Liu et al., 2023). Acremonium sp. se sabe que es causante de enfermedades en arboles
hospederos, provocandoles manchas foliares, o podredumbre en la madera (Arzanlou
y Narmani, 2015).

Aspergillus sp. es un hongo patégeno conocido por producir micotoxinas como la
aflatoxina, la cual la podemos encontrar en productos alimenticios como el maiz, trigo
o el arroz, contaminandolos y ocasionando problemas en el higado o corazén, incitando
hemorragias (Naqvi et al., 2023). Sin embargo, al momento se desconoce si A. niger y A.
ustus producen enfermedades al nogal, por lo que pudieran comportarse como
saprofitos. En el caso de N. nonquaesitum se ha reportado ser un patdgeno de J. regia L.
por infectar las ramas, hojas y fruto produciendo antracnosis (Michailides et al., 2012).
En cultivos del nogal en California se detectaron lesiones foliares y enfermedades en
ramas, hojas y frutos, siendo N. nonquaesitum uno de los hongos que ocasionan dichos
problemas en los cultivos (Chen et al., 2014). Mientras que C. trifolii se desconoce atin
su compartimiento en el nogal, sin embargo, se sabe que se puede comportar como
saprofito y patégeno como el caso de Trifolium alexandrinum y Nicotiana tabacum

causando manchas foliares (Khadka 2016, Chen et al., 2017)
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10.1.4 Ensayos de antagonismo de bacterias quitinoliticas contra hongos
fitopatogenos asociados a J. regia L.

Se realizaron pruebas de antagonismo de las cepas bacterianas seleccionadas para el

control biolégico contra los hongos fitopatoégenos aislados del nogal (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Antagonismo de bacterias quitinoliticas contra hongos asociados a J. regia L.

Bacteria Peribacillus Bacillus Bacillus Serratia Serratia Serratia Pseudomonas
Testigo simplex mycoides simplex proteamaculans  proteamaculans grimesii fluorescens

Hongo (cm) BUAP-C2C BUAP-P3N  BUAP-E3L BUAP-PIR BUAP-P3S BUAP-P5S  BUAP-CA48

(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
AC":’;&’J’;‘;“)’ SP- 41+01d  32+04c 2.4+03 be 31+00c 07+04a 05+01a 04+01a 2.9+0.1 be
Alte""(’g;l];lltfmm 50£00f 20+01d  17+04cd  13+01bc 0.7+01 ab 05+01a 07+01ab  41+00e
Alt”’z‘gl;“]l”_ﬁ)"’"“t“ 36+00d 14+04b 07+00ab  08+01ab 06+01a 0.8 +0.1 ab 0.7 +0.1 ab 23+0.1c
AS’”e(ggﬁ]lI”{sz’)"ge" 47+02d  32+04c 24+03b 21+01b 07+04a 05+01a 04+01a 2.9+ 0.1 be
As”"’(rgf\ﬁ;’{s{)’s“‘s 46+01c 19+01a 16+00a 16+0.0a 11+04a 13+04a 11+0.0a 37+01b
C”r”:’SI“Nr;ﬁg’f olii 4o i02c  48+01c 34+02b 35+0.1b 26+01a 22+05a 21+00a 39+0.1b
E”’C"(CSCI‘\‘ITFZ)’gmm 38+12b 12+01a 10+00a 04+01a 06+02a 03+01a 04+00a 16+03a
F ”S“”;‘S”l’\]‘]’;yzs)”"mm 75+00d 54+01b 24+03a 20+00a 49+04Db 52+01b 56+05bc  6.6+02cd
Neofusicoccum
nonquaesitum 40+0.1c 04+00a 03+00a 0.8+0.0ab 14+01b 1.1+02ab 03+01a 0.7+0.1ab
(SNJHS5)

Rl:;z;;}:;sg))sp 85+00f 73+03e 53+04d 08+01a 17+02b 70+01e 18+0.0b 35+0.0c

Se muestra los resultados de los ensayos de antagonismo del didmetro de los hongos (cm) + el error estandar, letras distintas en la misma fila representan
diferencias significativas. Prueba ANOVA y Tukey (p<0.05).
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Las bacterias quitinoliticas mostraron control biolégico de forma significativa contra
los 10 hongos aislados e identificados previamente de J. regia L. Se observé que el
género Serratia fue el tratamiento mas efectivo in vitro contra los hongos aislados de J.
regia L., ya que redujo los didametros de crecimiento de los patoégenos significativamente
respecto al control. Las especies S. proteamaculans, S. proteamaculans y S. grimesii ya han
sido probadas in vitro, contra hongos fitopatégenos asociados a Pinus patula,
disminuyendo entre un 45 a 97% del crecimiento fangico (Gutiérrez-Flores et al., 2023).
En el caso de Fusarium oxysporum, el género Bacillus tuvo mayor respuesta ante este
hongo, lo que pudiera deberse a la diferencia bacteriana de respuesta y generacién de
metabolitos ante diferentes patoégenos. Algunas especies de Bacillus sp. y Pseudomonas
sp., aisladas de la rizésfera de cultivos de ]. regia L., comprobaron su capacidad
antagoénica contra hongos asociados al nogal, reduciendo desde 8 hasta 49% del
desarrollo de patégenos, siendo el género Bacillus el més estudiado en el control
biolégico contra hongos en cultivos del nogal (Sofi et al., 2018). Se observa que A.
alternata asilada de hoja y A. alternata aislada del fruto son dos cepas fungicas distintas
al comportarse de forma diferente in vitro tanto sin antagonismo como con el control
biolégico en donde el hongo aislado de la hoja fue inhibido por el género Serratia y
Bacillus (Figura 8), mientras que A. alternata del fruto fue afectado por tres cepas de S.
proteamaculans, S. grimesii y S. proteamaculans. Para el caso de P. fluorescens el
antagonismo mostrado fue el menos eficaz, pese a esto redujo significativamente

crecimiento fangico (p < 0.05), a excepcién del de F. oxysporum.
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Acremonium sp. Alternaria  Aspergillus niger ~ Curvularia Epicoccum Fusarium Neofusicoccum  Rhizopus sp.
alternata trifolii nigrum oxysporum  nonquaesitum
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W Peribacillus simplex m Bacillus mycoides m Bacillus simplex m Serratia proteamaculans
W Serratia proteamaculans [ Serratia grimesii W Pseudomonas fluorescens

Figura 7. Porcentaje de inhibicion de control bioldgico in vitro contra hongos aislados de J. regia L.
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En el porcentaje de inhibicién (Figura 7) se observa que las siete bacterias redujeron el
desarrollo fangico, alcanzando hasta 91% de disminucién, siendo la bacteria S.
proteamaculans (P3S-B), la méas eficiente. C. trifolii fue el hongo que mayor resistencia
tuvo ante el control biolégico; pese a esto, el género Serratia fue el que tuvo mayor
eficacia reduciéndolo hasta un 50%. En caso de P. simplex tuvo la mayor inhibicion

contra N. nonquaesitum'y E. nigrum, sin embargo, no tuvo ningtn efecto contra C. trifolii.

Las bacterias con actividad quitinolitica mayormente empleadas en el control biol6gico
corresponden a los géneros Bacillus, Pseudomonas y Serratia, por su produccion de
enzimas liticas como las quitinasas, glucanasas y quitosanasas. Estas enzimas
contribuyen en conjunto, o de manera individual, al control biolégico fangico, actdan
como micoparasitismo degradando la pared celular e hifas de los hongos (Dukare et
al., 2021); otros efectos que tienen las enzimas ante los hongos es la deformacion de las
células, distorsiéon micelial y cambios en la membrana, por lo que el control con
enzimas liticas es una alternativa antagénica 6ptima contra patégenos fungicos (Di

Francesco et al., 2016).

Figura 8. Prueba de antagonismo de A. alternata testigo y contra Bacillus mycoides
(BUAP- P3N).
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10.2 Fase de campo
10.2.1 Porcentaje de dafio en hojas compuestas

Se realizaron aplicaciones foliares de los tratamientos bacterianos (Figura 9), y de
productos sintéticos Clorotalonil (fungicida) y Malation (insecticida) como testigos
quimicos (Gutiérrez, 2018; Gutiérrez, 2023). La aplicacién fue en los meses de marzo,
abril, mayo y junio de 2023, etapa estacional ideal conforme a la aparicién de follaje y

fructificacién del nogal e incidencia de la mosca de la fruta (Cuadro 7).

Figura 9. Aplicacion de tratamiento biolégico en J. regia L. de San Nicolas de los
Ranchos.

En el Cuadro 8, se puede observar que el control biolégico de B. mycoides + B. simplex +
P. simplex + Pseudomonas fluorescens (T3) (6.0%) fue el tratamiento mas efectivo para
disminuir las lesiones en los foliolos respecto al control (9.3%, p < 0.05); ademas, este
tratamiento presenté menores afectaciones por insectos, como aberturas del tejido
vegetal, (Figura 10), los cuales son dafios debido a las enfermedades causadas por
patégenos, sin embargo en ocasiones las hojas también pueden mostrar manchas
debido a la ausencia de déficit nutrimental, los cuales son conocidas por seguir

patrones y determinados colores.
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Figura 10. Comparativa de tratamientos A: Testigo y B: Tratamiento B. mycoides + B.
simplex + P. simplex + Pseudomonas fluorescens.

En el caso de S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii + P. fluorescens (14.9 %)
(T8) no hubo cambios estadisticos con respecto al testigo (p > 0.05), esto se puede deber
a que la combinacién de las cepas bacterianas es ineficaz para el control de las
enfermedades fungicas con sintomas como la presencia de manchas foliares. Los
efectos de los tratamientos de S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii (T5) es
igual de eficiente comparado al (Cuadro 8), disminuyendo el dafio en la planta con

respecto al testigo en un (7.1 y 7.6 %, respectivamente) (p < 0.05).
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Cuadro 1. Porcentaje de dafo foliar por enfermedades fangicas en J. regia L.

Dafio foliar
Ensayo Tratamiento

(%0)

T1 Testigo 9.3+0.4 bc
T2 B. mycoides + B. simplex + P. simplex 7.8 £2.0 abc
T3 B. mycoides + B. simplex + P. simplex + P. fluorescens 6.0t£0.6a

T4 P. fluorescens 8.7%1.6 bc
T5 S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii 71+0.4 ab
Té ;Si.nf;lo;ecaflc;cgz;z;l;& proteamaculans + S. grimesii + B. mycoides + B. 9.7 +2.0 be
7Sl S el S ik B,
T8 S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii + P. fluorescens 149+22c
T9 Fungicida (2,4,5,6-tetracloro-1,3-bencenodicarbonitrilo) 76+0.8ab
T10 Insecticida (2-[(dimetoxifosforotioil)sulfanil] butanodioato de dietilo) 72+0.8 ab

Se muestra los resultados del dafio foliar de la aplicacién foliar (%) * el error estandar, letras distintas en la misma
fila representan diferencias significativas. Prueba ANOVA y Tukey (p<0.05).

Se ha reportado que gran porcentaje de las dosis aplicadas de los plaguicidas en la
agricultura no tienen el efecto sobre la plaga en cuestion, pero que, simultdneamente,
ocasionan alteraciones graves al medio ambiente y en la salud humana, como el caso
de Clorotalonil, causante de dermatitis alérgica, sensibilizacién pulmonar grave o
problemas gastrointestinales con la poblaciéon expuesta de manera directa e indirecta
por su alta volatibilidad en el ambiente (Tao et al., 2024). Se ha encontrado evidencia
de que este plaguicida se encuentra facilmente en aguas subterraneas, por lo que la
Agencia Europea de Seguridad Alimentaria lo clasifico como cancerigeno y se ha
limitado su uso en la agricultura, por la toxicidad de sus metabolitos encontrados en el

suelo que posteriormente se encuentran en el agua potable (EFSA, 2018).
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Se ha reportado que F. oxysporum y A. alternata son dos hongos patégenos causantes de
manchas foliares en las hojas del nogal (Liu et al., 2023), sin embargo, existen bacterias
patégenas de |. regia L. como Xanthomonas arboricola pv. juglandis que provocan la
enfermedad del tizén del nogal y necrosis apical en el tejido de los foliolos en plantas
de diferentes fenotipos del nogal (San Martin et al., 2023). En ciertos casos, las
infestaciones por hongos o bacterias patégenas pueden manifestarse mediante la
fructificacion por medio de lesiones hitimedas, definidas y negras, aunque
generalmente estas infestaciones son visibles en el exterior, dentro de la nuez también
pudieran encontrarse lesiones, lo que repercute en la produccién y desarrollo del
mismo (Marangi et al., 2024). Temperini et al., (2017) reportaron necrosis apical en
nueces de cultivos de Argentina, provocadas por X. arboricola, Fusarium sp.y Alternaria
sp., en mas de 40% de los frutos recolectados, afectando drésticamente el sector

productivo.

10.2.2 Caracteristicas fenolégicas de J. regia L.

El efecto de los tratamientos se evalué en diferentes propiedades fenolégicas de los
nogales, lo cuales incluyeron el drea foliar de las hojas compuestas, se determiné el
didmetro y masa seca de los frutos del nogal (Cuadro 9), recolectados de la primera
fructificacion posterior a la aplicacion de los tratamientos. El area foliar podria ser un
indicativo de las propiedades de las bacterias para promover el crecimiento y
desarrollo de la planta, los resultados demostraron que los mejores tratamientos fueron
S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii + B. mycoides, B. simplex + P. simplex
(T6) (294.1 cm?) y el fungicida (T9) (284.1 cm?) (Figura 11), si bien ambos tratamientos
tuvieron la misma 4rea foliar para el caso del tratamiento biolégico logré un aumento

de area foliar de 90 cm? en las hojas, con respecto al testigo (p < 0.05).

El tratamiento con la mezcla de B. mycoides + B. simplex + P. simplex + P. fluorescens (T3),
tuvo resultados favorables para el crecimiento de las hojas compuestas. Al respecto, se

han realizado estudios con bacterias promotoras del crecimiento vegetal en cultivos de
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J. regia L. en tiempos de sequia con géneros de Pseudomonas sp. y Bacillus sp. para
estudiar los cambios en la rizosfera del nogal, en donde el segundo género consigui6é
mayores cambios y condiciones de supresion del estrés hidrico (Fang-chun et al., 2014).
A suvez Liuet al., (2023), demostraron que Bacillus sp. aislados de la rizosfera del nogal

estimulan al nogal favoreciendo el crecimiento del didmetro y altura de plantulas de J.

regia L. bajo estrés hidrico.

30cm 30 cm

N SN
Lxomines®

15¢m

Figura 11. Comparativa de area foliar A) Fungicida, B) S. proteamaculans + S.
proteamaculans + S. grimesii + B. mycoides + B. simplex + P. simplex y C) Testigo.
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Cuadro 2. Caracteristicas fenologicas de J. regia L. de los tratamientos foliares.

Diametro de

Masa seca de

Ensayo Tratamiento Aree(lcfgi)i ar § nuez ¥ nuez ¥
(cm) (8)
T1 Testigo 1971£83¢ 29+£01d 6.8+£0.1cd
T2 B. mycoides + B. simplex + P. simplex 253.1+7.6ab 39£0.1a 10.9+0.7b
T3 B. mycoides + B. simplex + P. simplex + P. fluorescens 288.8+17.3a 3.8+£0.1ab 154+0.7a
T4 P. fluorescens 269.0 £ 20.5 ab 3.6 0.3 abc 11.3+0.6b
T5 S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii 261.0+16.2 ab 3.6+0.2 abc 11.1+£0.2b
T6 S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii + B. mycoides, B. simplex + P. simplex 2941+115a 3.7+0.1 abc 9.6+0.2bc
T7 i.l;jﬂ.r})ztjzzgcc:]iins + S. proteamaculans + S. grimesii + B. mycoides, B. simplex + P. simplex 108.0 £23.7 d 32401 bed 374044
T8 S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii + P. fluorescens 151.7 £53 cd 3.2+£0.1 bcd 6.9+0.9cd
T9 Fungicida (2,4,5,6-Tetracloro-1,3-bencenodicarbonitrilo) 2841+13.2a 3.2+0.0 bed 11.6+02b
T10 Insecticida (2-[(dimetoxifosforotioil)sulfanil] butanodioato de dietilo) 236.9+18.8 ab 40+01a 11.6+1.0b

Los valores representan la media de tres repeticiones seguido de su error estandar (p < 0.05), letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos.
La comparaciéon de medias se realiz6 con las pruebas de Tukey¥ y Kruskal Wallis§.
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El didmetro de la nuez de castilla en los tratamientos B. mycoides + B. simplex + P. simplex
(3.9 cm) y Malation (4.0 cm) fueron similares entre si (p < 0.05) y ambos presentaron un
aumento con respecto al testigo que registr6 un didmetro promedio de (2.9 cm). El
insecticida es reconocido por ser eficaz contra insectos y es sumamente utilizado por
los agricultores de la region, este ayuda a que la mosca de la fruta disminuya su
presencia en los frutos, posibilitando la mejora de la fructificacién, no obstante, genera
dafios para los consumidores, ya que la OMS, ha mencionado que los alimentos con
aplicaciones de pesticidas quimicos tienen afectaciones a la salud, lo cual ya es un
problema ambiental de la actualidad (OMS, 2022). Por lo que se considera que la mezcla
B. mycoides + B. simplex + P. simplex puede ser una opcion potencial para el desarrollo
del fruto (Figura 12), ademas de contribuir a la disminucion de los dafios de los foliolos

y el desarrollo fangico in vitro.

En el caso de la masa seca de la nuez el tratamiento B. mycoides + B. simplex + P. simplex
+ P. fluorescens tuvo el resultado significante, demostrando que ademaés de ser el mas
eficaz en el control de dafio foliar, también estimul? el area foliar, didmetro y masa seca

del fruto.

2.6cm 3.8cm

2.5¢cm 3.4cm

Figura 12. Comparativa de diametro de nuez de A) Control y B) B. mycoides + B.
simplex + P. simplex.
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Se ha demostrado que los tratamientos biolégicos favorecen el desarrollo de J. regia L.
actuando también como bacterias promotoras del crecimiento vegetal, aumentando el
tamarfio y masa de la nuez de castilla, indicativo esencial para la compraventa del fruto,
siendo un panorama favorable para la economia de los fruticultores (Ercisli et al., 2012,
Yarilgac et al.,, 2001). La aplicaciéon de los tratamientos foliares en los meses
seleccionados fue un factor relevante al ser la etapa de floracion y fructificacion de la
planta, ayudandola a contribuir a su desarrollo y produccién.

Se han investigado bacterias promotoras del crecimiento vegetal aisladas de la rizosfera
de J. regia L., las cuales por medio de la producciéon de acido indol-3-acético,
sideréforos, cianuro de hidrégeno y el acido giberélico auxilian al desarrollo y
crecimiento de la planta, ademas de ayudar a los nogales a subsistir en épocas de sequia
y mejorar la absorciéon de nutrientes (Lotfi ef al., 2022). La capacidad que tengan las
bacterias en cuestion de producir metabolitos es esencial para el control biolégico y
desarrollo de la planta, ya que el cianuro de hidrégeno estd asociada al control de
patégenos, ademas que se ha encontrado que aumenta la disponibilidad de fosforo
(Rijavec et al., 2016). En el caso de los sider6foros son conocidos por aumentar la
disponibilidad de hierro en el suelo, al mismo tiempo que limitan su presencia para los
patoégenos, compitiendo por nutrientes con otras bacterias y favoreciendo su
disponibilidad para la planta (Santoyo et al., 2021), el dcido indol-3-acético y el acido
giberélico han sido ampliamente investigados, reconocidos por contribuir a la
elongacion de las raices, favorece la actividad fotosintética de las plantas, facilitan la
floracion y ayudan al aumento y desarrollo de las hojas y frutos (Baliyan et al., 2022,
Alemneh et al.,, 2021). Ante esto las bacterias seleccionadas para este estudio se
consideran bacterias promotoras del crecimiento vegetal (Gutierrez-Flores et al., 2023)
y si bien fueron aisladas de la rizosfera de otras plantas, se comprob6 su capacidad ante
J. regia L. donde aumentaron considerablemente el drea foliar (Figura 13) y aspectos

esenciales del fruto (Figura 14).
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Figura 13. Aumento de area foliar de los tratamientos en J. regia L. con respecto al testigo.
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Figura 14. Incremento del didmetro y masa seca del fruto con respecto al testigo.
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10.2.3 Identificaciéon de la mosca de la fruta.

Posterior a la aplicacién de tratamientos de foliares de la fase de campo y a la captura
de la mosca de la fruta con trampas tipo McPhail, se procedié a la identificacion
taxonémica y molecular (Figura 15) de la plaga. Se dividieron por grupos los insectos
capturados, con moscas albinas, moscas oscuras y otro tipo de insectos como
coledpteros, himenépteros y otro tipo de dipteros. La identificacion molecular
demostré que la PCR obtuvo el tamafo esperado (1000 pb), a continuacién se muestra
el porcentaje de similitud conforme a la base de datos BLAST y una descripciéon
taxondmica de las moscas de la fruta capturas en los nogales de la zona experimental

son:

a) Drosophila sp. (No cuenta con identificacién molecular) (SNMB) se distingue por su
color marroén y las bandas blancas que se extienden desde la cabeza hasta el térax. Mide

entre 4 y 6 mm y posee alas transparentes (Figura 15A);

b) Bactrocera zonata (84.24%) (SNMC) es la especie de menor tamafio identificada en los
nogales, con un tamafio que oscila entre 2 y 3 mm. Tiene un cuerpo y ojos de color

marron, y sus alas son transltcidas con venas bien definidas y marcadas (Figura 15B);

c) Drosophila longicornis (98.80%) (SNMA) presenta una tonalidad predominantemente
negra y marron oscuro, con un tamafio que varia entre 5 y 7 mm. Su térax muestra

bandas de colores negro y café, y sus ojos son de color café (Figura 15C).

Ademads, se identificaron dos larvas extraidas del pericarpio del fruto,
correspondientes a Rhagoletis completa con un porcentaje de similitud del 94.07%
(SNLA) y Bactrocera zonata (84.24%) (SNLB), las cuales representan directamente la

plaga que afecta a los nogales.

48



B

2 mm

Figura 15. Moscas de la fruta asociadas a J. regia L. A) Drosophila sp., B) Bactrocera
zonata'y C) D. longicornis.

Hernandez-Ortiz et al., (2020) reportaron que las moscas de la fruta de mayor impacto
econémico en los nogales pertenecen al género Rhagoletis completa y R. suavis, si bien,
no se cuentan con reportes de Drosophila sp. y Bactrocera zonata en los nogales, estas
moscas de la fruta afectan diferentes plantas, impacta otros frutales puesto que se les

considera organismos oportunistas.

10.2.4 Control bioldgico contra la mosca de la fruta.

Drosophila sp. tuvo la mayor densidad poblacional en los nogales, seguido de Drosophila
longicornis y Bactrocera zonata, sin embargo, no se captur6é a Rhagoletis sp. en estado
adulto, solo se encontré evidencia en estado larval, comprobando su asociacion en el

fruto del nogal.

El tratamiento con menor incidencia de la plaga en los nogales fue el de S.
proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii + B. mycoides, B. simplex + P. simplex + P.
fluorescens (T7) que disminuyo la poblacion de los tres grupos de la mosca de la fruta
(Cuadro 10) con un promedio de 92.6 individuos reduciendo drasticamente la plaga.
Para el caso del control de Drosophila sp. los tratamientos B. mycoides + B. simplex + P.

simplex + P. fluorescens (I3) y S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii (T5)
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tuvieron diferencias significativas, para el caso de D. longicornis todos los tratamientos
disminuyeron su presencia excepto de S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii
+ P. fluorescens (T8), P. fluorescens (T4) y el insecticida (T10), y con Bactrocera zonata el
tnico tratamiento con diferencia estadistica fueron los cuatro géneros bacterianos (17)

(28.1nm = 7.7).

El tratamiento con fungicida (T9) redujo significativamente la poblacién de D.
longicornis (65.5 nm + 14.8), mientras que el insecticida tuvo el mismo efecto que el
testigo ante las tres especies de las moscas cuantificadas. El Malation fue ineficiente en
el control de la mosca de la fruta en la zona de estudio, lo cual pudiera ser un indicativo
de la resistencia que tienen los insectos ante el plaguicida, (Badr, 2020)., Mehdi et al.,
(2020) reportaron para el caso de Drosophila melanogaster tiene resistencia ante el estrés
oxidativo que produce la aplicacién de Malatién en dosis bajas, por lo que requieren
de dosis elevadas para aumentar la mortalidad de los insectos demostrando que una
poblacion de insectos que genera resistencia ante un plaguicida puede resistir ante los

efectos de otros tratamientos quimicos.

La presencia de la mosca de la fruta en un gran ntmero poblacional, impacta
negativamente a los nogales, esta alternativa ayuda a reducir su incidencia en los
arboles, las bacterias con actividad quitinolitica producen enzimas que degradan la
capa de cuticula del cuerpo de la mosca produciendo deshidrataciéon y por ende su
mortalidad (Abdullah et al., 2014), ademds también pueden causar virulencia en el
aparato digestivo de los insectos en estado adulto y larval, donde la quitinasa actta
como un componente toxico sistémico, por lo que las bacterias que la producen podrian
utilizarse como un bioplaguicida de bajo costo para el control de plagas de insectos

(Dukare et al., 2021).

Si bien se sabe que la mosca de la fruta acttia como vector a la entrada de patégenos
tangicos y bacterianos (Ramirez-Camejo et al., 2017), esta plaga también tiene
repercusiones econémicas para los fruticultores. En cultivos de la Unién Europea se ha

identificado que R. completa es la mosca de la fruta asociado al nogal y con
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repercusiones fenolégicas de la planta, afectando el desarrollo del fruto y cambios en
la economia de los fruticultores, ya que infestan + 50% de los frutos en un solo huerto

(Verheggen et al., 2017), (Emery et al., 2019).
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Cuadro 3. Poblacién de 1a mosca de la fruta en J. regia L.

Bactrocera Drosophila .
. zonata longicornis Drosophila sp.
Ensayo Tratamiento (SNMC) (SNMA) (SNMB)
(nm)
(nm) (nm)
T1 Testigo 780+13.0bc  133.0+4.0d 241.0+13.0c¢
T2 B. mycoides + B. simplex + P. simplex 84.0£85bc  105.0+6.0bc  294.0+13.0cd
T3 B. mycoides + B. simplex + P. simplex + P. fluorescens 64.0+45ab  115.0+85bc 179.0 £5.5 ab
T4 P. fluorescens 90.0£50bc  176.0+125e  328.0+13.0d
T5 S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii 54.0£14.0 ab 37.0t45a 93.0£9.5ab
T6 S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii + B. mycoides, B. simplex + P. simplex 780+75bc 103.0+10.0bc  206.0+1.0 bc
T7 S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii + B. mycoides, B. simplex + P. simplex 28.0+70a 2204604 420495
+ P. fluorescens
T8 S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii + P. fluorescens 81.0 £8.5 bc 159.0£5.0 e 267.0£9.0cd
T9 Fungicida (2,4,5,6-Tetracloro-1,3-bencenodicarbonitrilo) 470+ 3.5ab 65.0+10.5 ab 221.0+12.0 bc
T10  Insecticida (2-[(dimetoxifosforotioil)sulfanil] butanodioato de dietilo) 113.0£70c  119.0£55cd 311.0+155cd

Los valores representan la media de tres repeticiones seguido de su desviacién estandar (p<0.05), letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre
tratamientos. Se aplicé la prueba de Tukey. nm: namero de la mosca de la fruta.
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10.2.5 Comparativa del valor comercial de la nuez de castilla.

En San Nicoléas de los Ranchos, asi como en todo el estado de Puebla, la nuez de castilla
en los meses de junio, julio, agosto y septiembre tiene gran demanda, al ser parte
fundamental del chile en nogada, receta tipica del estado y de la reptiblica. En los meses
mencionados el platillo tiene relevancia cultural y comercial, aumentando el valor

econdmico de sus ingredientes principales.

Tras los datos recolectados del tamafio y el precio de las nueces, se obtuvo que el
didmetro promedio de 3.0 cm le corresponde el precio de 180.00 MXN, el de 3.3 cm
tiene un precio de 200.00 MXN/100u y el tamafio promedio de 3.8 cm cuenta con un
precio de 280.00 MXN/100u. Ante esto, la comparativa del tamafio de la nuez de los
tratamientos (Figura 16) muestra que el Testigo (T1), Fungicida (T9), S. proteamaculans
+ S. proteamaculans + S. grimesii + B. mycoides, B. simplex + P. simplex + P. fluorescens (T7)
y S. proteamaculans + S. proteamaculans + S. grimesii + P. fluorescens (T8) son los
tratamientos que se asemejan al precio de 200.00 MXN, mientras que los demaés
tratamientos se acercan al tamafio promedio correspondiente al precio de 280.00 MXN,
por lo cual, se ve representado el efecto de los tratamientos biol6gicos en el precio de
venta del producto, y un posible efecto benéfico en la economia de los productores y

cadena productiva del fruto.

El consumo de la nuez de castilla a nivel mundial es de forma deshidratada, siendo
China, India y E.E.U.U. (California) los de mayor produccion y comercializacién de la
nuez. En México, especificamente en Puebla, el fruto se utiliza de manera fresca en la
preparacion del chile en nogada. La nuez se cultiva en diferentes municipios del estado,
pero San Nicolas de los Ranchos fue de los primeros en vender el fruto sin la cascara,
con base en la demanda comercial. El municipio es de los de mayor produccién en el
estado teniendo exportaciones a todo el Estado de Puebla, Estado de México y Oaxaca,
mientras que otra parte de la poblacion de la regioén cultiva la nuez para autoconsumo

(Luna Méndez et al., 2016).
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Méndeza et al., (2016) realizaron un estudio de mercado de la nuez de castilla en la
ciudad de Puebla, demostraron que los consumidores y comerciantes le dan un valor
agregado econdmico a ciertos estdndares de calidad de la nuez como lo es el sabor,
frescura y el tamafio, ademds de apoyar la produccion local y obtener frutos libres de

agroquimicos y favorecer el rendimiento del nogal.
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Figura 16. Efecto del tratamiento sobre el tamafio y precio en el mercado de la nuez.
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11. CONCLUSIONES.

Se aislaron hongos asociados al nogal de los cuales A. alternata, F. oxysporum y N.
nonquaesitum han sido reportados anteriormente como patégenos de ]. regia L.
causantes de manchas en las hojas y afectando la produccién de la nuez. El control
biolégico ayudo a disminuir los efectos de los hongos in vitro y favorecio el desarrollo
del fruto en campo, que a su vez podria generar un beneficio a la salud de los arboles
y un beneficio econémico para los fruticultores. En cuanto al resto de los hongos
identificados, se desconoce su patogenicidad ante el nogal, por lo que se requiere de

estudios donde se identifique sus afectaciones.

La aplicacién de bacterias para el control biolégico con bacterias productores de
quitinasas tuvo efectos positivos al reducir los dafios ocasionados en foliolos por

hongos y redujo la poblacién de la plaga de la mosca de la fruta.

Se logro identificar 3 especies de la mosca de la fruta en estado adulto (Drosophilla sp.,
D. longicornis y Bactrocera zonata) y 2 en estado larval (Rhagoletis completa y Bactrocera
zonata). Las moscas adultas son conocidas por ser una plaga oportunista de diferentes
cultivos y en estado larval R. completa es el insecto mayormente reconocido en la nuez
de castilla. De manera general, los tratamientos con bacterias disminuyeron la
presencia de la mosca adulta en los arboles del nogal, pero la aplicaciéon de los cuatro

géneros bacterianos Bacillus, Peribacillus, Pseudomonas y Serratia fue el méas significativo.

Los tratamientos quimicos (insecticida y fungicida) ayudaron al control de hongos y
mosca de la fruta en sus respectivos tratamientos. En este estudio se demostr6 que el
control biolégico tiene el mismo o mejor resultado que los plaguicidas ante hongos

patégenos y la mosca de la fruta, ademas de:

Favorecer el desarrollo del nogal, al aumentar el &rea foliar, tamafio y masa del fruto,
indices indirectos de la produccién de la nuez de castilla y de la economia de los

fruticultores.
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12. PERSPECTIVAS

El control biolégico fue efectivo para reducir los dafios provocados por hongos
asociados en los arboles, ademas de reducir la incidencia de la mosca de la fruta en el
tratamiento de la combinacién de las cuatro cepas bacterianas, pese a ello, se
recomienda la continuidad de las aplicaciones foliares al inicio de la primavera durante
la floracion y crecimiento vegetativo, y simultdneamente aumentando la presencia de
las bacterias quitinoliticas y evaluar posteriormente para monitorear el efecto de los
tratamientos en un plazo mayor de tiempo y asi disminuir la incidencia de dafios en

los foliolos.
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14. ANEXOS

14.1 Glosario

Antagonismo. - Interaccion biolégica en la que un organismo inhibe o perjudica a otro.
En ecologia, puede referirse a plantas que liberan sustancias quimicas que
impiden el crecimiento de otras plantas. En microbiologia, describe a
microorganismos que producen compuestos que inhiben a otros

microorganismaos.

Bacteria. - Organismo unicelular microscépico que puede tener diversas formas
(esférica, en bastén, espiral) y que se encuentra en casi todos los héabitats de la
Tierra. Las bacterias pueden ser beneficiosas, como las que participan en la

descomposicion de materia orgénica, o patdégenas, causando enfermedades.

Bacteria promotora del crecimiento vegetal (PGPR). - Bacterias que colonizan las
raices de las plantas y promueven su crecimiento mediante diversos
mecanismos, como la fijaciéon de nitrégeno, la produccién de fitohormonas, la

solubilizacién de fésforo y el control de patégenos.

Bacteria quitinolitica. - Es un microorganismo que tiene la capacidad de descomponer
la quitina, un polisacdrido que se encuentra en las paredes celulares de los

hongos, los exoesqueletos de los artrépodos y otros organismos.

Control biolégico. - Método de manejo de plagas y enfermedades que utiliza
organismos vivos para reducir las poblaciones de organismos perjudiciales.
Ejemplos incluyen el uso de depredadores, parasitoides, o patégenos naturales

de las plagas.

Contaminacién. - Introduccién de sustancias o agentes nocivos al ambiente, lo cual
puede causar dafio a los ecosistemas, la salud humana y otros organismos.

Puede ser de origen quimico, fisico o biolégico.
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Fitohormonas. - Sustancias quimicas naturales producidas por las plantas que regulan
su crecimiento, desarrollo y respuestas a estimulos ambientales. También
conocidas como hormonas vegetales, las principales fitohormonas incluyen
auxinas, giberelinas, citoquininas, acido abscisico, y etileno. Cada tipo de
fitohormona tiene funciones especificas, como la promocién del crecimiento
celular, la regulacion de la floracién, la maduracion de frutos, y la respuesta al

estrés ambiental.

Hongos fitopatéogenos. - Hongos que causan enfermedades en las plantas. Estos
organismos invaden tejidos vegetales y pueden provocar sintomas como
manchas foliares, pudriciéon de raices, marchitamiento y muerte de las plantas

afectadas.

Mosca de la fruta. - Insecto perteneciente a la familia Tephritidae o Drosophilidae,
cuyas larvas se desarrollan en frutas y vegetales, causando dafios significativos

en cultivos agricolas.

Plaga. - Es una poblacién de organismos que causa dafios econémicos, sanitarios o
ecolégicos a cultivos, animales, seres humanos, bienes materiales o ecosistemas.
Las plagas pueden ser insectos, animales, plantas, hongos, bacterias o virus que
se reproducen rdpidamente y se propagan ampliamente, a menudo de manera

descontrolada.

Plaguicida. - Sustancia o mezcla de sustancias utilizadas para prevenir, destruir,
repeler o mitigar cualquier plaga. Incluye insecticidas, herbicidas, fungicidas,

rodenticidas, entre otros.

Quitinasas. - Enzimas que degradan la quitina, un componente principal de los
exoesqueletos de insectos y las paredes celulares de hongos. Son utilizadas por

plantas y microorganismos para defenderse de hongos patégenos y plagas.

Saprofito. - Un saprofito es un organismo que obtiene sus nutrientes y energia

descomponiendo materia organica muerta o en descomposicién. Este proceso
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ayuda a reciclar nutrientes en el ecosistema. Los saprofitos incluyen bacterias,

hongos y algunos protozoos.

Suelo. - Capa superficial de la Tierra compuesta por minerales, materia organica, agua
y aire, que proporciona soporte y nutrientes esenciales para el crecimiento de
las plantas. El suelo es un ecosistema complejo que alberga numerosos
organismos y juega un papel crucial en el ciclo de nutrientes y el

almacenamiento de agua.
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14.2 Diagrama general de materiales y métodos.

Efecto de bacterias quitinoliticas en el control de
plagas y enfermedades fingicas de Juglans regia L.
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14.3 Curva de calibracion de produccién de indoles conforme del acido indon-

3-acético.
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