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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 &reas tropicales y boscosas
[Jardel, 2006; Rzedowski, 2006; Llorente y Ocegueda, 2008]. Aden¥&oedle su superficie se
encuentra dedicada al aprovechamiento de los recursos forestales [Benitez y Bellot, 2007]. En
México, la mayor produccién forestal corresponde a las coniferas con el 88% del total nacional
donde Durango, Chihuahua, Michoacén, daliOaxaca 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 [COBRO, 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 y, sus aportes a las estrategias de mitigacion y adaptaciéon al cambio
climatico [Campoet al., 2016; SEMARNAT, 2016]. Sin embargo, los bosques se encuentran
constantemente afectados por condiciones ambientales adversas como los incendios, la presencie
de plagas y las enfermedades. La presencia de enfermedades es una de las principales causas c
pédida del patrimonio forestal por su alarmante expansién en los sistemas boscosos [Leautaud y
Lépez, 2017; CCMSS, 2016]. Los hongos son los agentes mas comunmente asociados a las
enfermedades en los bosques del Estado de Puebla y se establecen en gdeeshtkslas 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 téxicos a la biodiversidadndacir a problemas de contaminacién ambiental y provocar
resistencia en plagas, etfiCrissman, 2002]. Uno de los retos que se enfrenta como sociedad es
combatir la presencia de estos patdgenos fungicos para garantizar que las generaciones futuras
cuentercon los recursos forestales y la diversidad biolégica necesarios para su optimo desarrollo.
Ante esta situacion, el uso de microorganismos antagonistas emerge como una alternativa
prometedora que ayuda a reducir el uso de plaguicidas de sintesis gaéneléo, se propone la
aplicacion del control biolégico a especies de pino afectadas por hongos fitopatdogenos en el Norte
del Estado de Puebla, como una alternativa al uso de fungicidas quimicos con el consecuente

beneficio ecolbgico, social y econdmiceegbrinda el bosque de la region.



1. ANTECEDENTES
[I.1 Importancia de los bosques

Los bosques son bienes naturales de gran valor ambiental por su aportacion a los ecosistemas y &
la sociedad, por proveer insumos directos como la madera, servicios ecossstporicaer
sumideros de emisiones de carbono, colaborar en la regulacién de las condiciones climaticas y
preservar la biodiversidad [FAO, 2011]. Asimismo, cerca de 1 000 millones de personas en el
mundo dependen para su subsistencia de los bosques, yarseéuente 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.

[1.1.1 Importancia ecoldgica del bosque

Desck 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 dgeowri y actian como sumidero de
contaminantes [FAO, 2018]. Los servicios ecosistémicos que proporcionan los sistemas boscosos
colaboran a la produccién en los sectores: agricola, ganadero, forestal y pesquero al influir en la
regulacion del agua y el climaroteger e intervenir en el ciclo de los nutrientes del suelo, fomentar

el control biologico de plagas y la polinizacion [Rextdal, 2017]. Ademas, cerca del 75% del

agua dulce disponible en el planeta proviene de cuencas hidrogréaficas asociadassquies b
[MEA, 2005].

[1.1.2 Importancia social del bosque

Todas las personas dependemos de los bosques al beneficiarnos de sus funciones por intervenir et
los ciclos del carbono, el agua y los nutriefif@g0, 2018] Sin embargo, las poblaciones aledafias

a los sistemas boscosos dependen directamente de los bienes y servicios forestales para vivir, pue:
de ellos obtienen recursos alimentarios, materias primas, proteccion, fuentes de dendroenergia,
algunos medicamentos e ingresos por su aprovechamienteafBeh, 2012]. También, los
sistemas boscosofrecen contribuciones a la sociedad al fortalecer los medios de vida, conservar

la diversidad biologica y colaborar al combate del cambio climatico. Ademas, la seguridad
9



alimentariaja conservacion y el marmegostenible 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, 20B]. Desafortunadamente, los servicios intangibles de los bosques y su biodiversidad son
infravalorados debido a que regularmente se privilegian a los beneficios econémicos obtenidos de
su explotacion [Ruiet al, 2007].

[1.1.3 Importancia econémica del bosque

Los bosques representan una fuente de ingresos al ser esenciales para la obtencion de energia
materia prima. Del mismo modo, contribuyen a la agricultura sostenible al favorecer en la
estabilizacion de los suelos, regudd 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 [Hegetschwedkr 2017]. Los insumos maderables

y no maderbles obtenidos de los bosques suministran aproximadamente el 20% de los ingresos
obtenidos en las zonas forestales de paises en desarrollo [AredelbeP014]. Ademas, cerca de

45 millones de personas a nivel mundial obtienen empleo del sector fdoestal, con ingresos
laborales superiores a los 5800 millones deddlares al afio [FAO, 2018]. Asimismo, a nivel
mundial, se obtienen beneficios econémicos de productos forestales no maderables cercanos a los
8 000 millones de dolares [FAO, 2020].

[I.2 El bosque de pino como sistema complejo

8Q VLVWHPD FRPSOHMR HV 3XQD UHSUHVHQWDFLYQ GH XQ U
como una totalidad organizada en la cual los elementos no son sepapatlestgnto no pueden

ser estudiados ais@GDPHQWH"™ >*DUFtD @ $ SDUWLU GH HVWD G
bosque de pino como un conjunto de elementos bidticos y abidticos que estan interrelacionados y
qgue son interdependientes, con propoésitos dentro del sistema ecoldgico e imppeemtes
conservacion de su equilibrio y diversidéelgura 1) Ante todo, los sistemas complejos son
sistemas de componentes que interactlan y originan fendmenos emergentes [Green y Sadedin

2005].
10



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. Ademas, la dindmica de esta
diversidad de elementos se endresujeta 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 ef®sque p

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
gue lo conforman pueden ser perturbados por condicextemas 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 preses por su capacidad de autorregulacién, el desequilibrio ecol6gico
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 porcia geesen

enfermedades en el bosque ocasionan la disminucion en el aprovisionamiento de multiples
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contribuciones de gran importancia a nivel ecoldgico, econdémico y social. Por ejemplo:
ecolégicamente, causan el deterioro del habitat de una amplia diveesidadmicamente, afectan

la obtencion 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 ¢sgias de gestion forestal necesitan un enfoque holistico.

II. 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 derada 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 patdgenos
[Kenet al, 2020]. La degradacion y pérdida de la superficie arbolada de estos ecosistemas genera
problemas ambientales en los sectores ecoldgico, econdémico y social. El estado de Puebla se ubice
en el vigésimo lugar a nivel nacional con mayor superficie fordstafrillones de hectareas), con
el 45% de su superficie cubierta por areas arboladas, el 18% representada por vegetacion de zona:
aridas y el 37% son superficies perturbadas [SEMARNAT, 2001]. En los sistemas boscosos de
Puebla dominan 11 especies arbom@aginco géneros y la familia con mayor representacion es
Pinacea con un total de seis especies; de las Rialssmontezumaes la que presenta los valores
mayores de densidad, area basal y area de copa, seguidbig®religiosay Pinus hartwegii
[Lopez et al., 2017]. Sin embargo, estas especies arbéreas estan afectadas por plagas y
enfermedades, las cuales son las principales causantes de la pérdida de biomasa en los bosques ¢
pino. Las enfermedades en los bosques de pino son alteraciones a die $atuplantas debidas a
la interaccién de un patégeno 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)1B]. 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 accién del viento y, vectores antrépicos principalmente relacionados
a malas préeas en los procesos de aprovechamiento y reforestacion [Gutéorez et al,
2022] (Figura?).
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Figura 2. Diseminacion de enfermedades en sistemas forestales [Guféoreget al, 2022]

II. 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 produccién, transformacion y comercializacién
para la generacién de len o servicio [Antunez y Ferrer, 2016]. Ademas, en la formulacién de
estas cadenas se toman en cuenta los insumos necesarios para la produccion desde el sectc
primario hasta su destino y aprovechamiento final, asi como los servicios ofrecidos @ die larg
cadena [Lazzarinet 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 informacioén, riesgos y gasatmrdes 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]. Enna 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, 20@&}ores

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 ventajgan@mras 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 iddidacion de actores clave que inciden en su funcionamiento [Cill6niz

et al, 2003]. Ademas, realizar un analisis de cadena productiva tiene otras utilidades, destacando
entre ellas: entender el funcionamiento productivo, los actores involucrados, suse roles
interrelaciones. También se pueden identificar areas de oportunidad para la mejora del sistema de
produccion. Asi como construir o fortalecer las relaciones encontradas en la cadena de produccion
para fomentar la creacion de cadenas de valor y, poaidias bienes y servicios en el mercado

con mayor precision [Lundgt al, 2004]. La creacién de cadenas productivas de bienes obtenidos

a partir de los ecosistemas puede aportar al desarrollo de mercados basados en productos que
favorecen la generacion deresos 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 [Heinrices al, 2016]. La cadena productiva forestal es
observada como un conjunto de eslabones necesarios para la obtencion de bienes como la mader
y de servicios del ecosistema [Schingpfal, 2019]. En una cadena productiva forestal podemos
encontrar en primer lugar como beneficiarios a los duefios dedgsids. Sin embargo, también

se ven beneficiados los habitantes de las areas forestales, profesionistas y técnicos que contribuyer
a su manejo, y la sociedad en general que encuentra en los bosques una fuente de empleo, ingreso:
insumos y servicios ecoginicos [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 grodrigu

et al, 2018]. Ademas, la creacion de cadenas productivas para el aprovechamiento de recursos
forestales es fomentada por el gobierno de México para la explotacién sostenible de los recursos
naturales mediante acciones de integracion y consolidacilas dadenas 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 cadenagipmivas [SEMARNAT, 2020].
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II. 5 Legislacionnacional 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 legular
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 dgjmiar el desarrollo forestal sustentable [DOF,
2020]. Permite la explotacion legal y sustentable de los bosques en beneficio de la sociedad y
FRQWULEX\H DO DFDWDPLHQWR GH OD 3'HIRUHVWDFLYQ &HU
afio 2030 con ehcuerdo de los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la Organizacion de las
Naciones Unidas. Por otro lado, las zonas forestales afectadas por plagas y enfermedades tiener
legislacién directamente aplicable al control biolégico que permite combatir yamigy dafos,

como lo es el Proyecto de Norma Oficial Mexicana N@MFITO-1995, que establece los
requisitos y especificaciones fitosanitarios para la importacién, introduccion, movilizacion y
liberacion de agentes de control bioldgico. Este proyectoeantiene como fin Ultimo evitar la
dispersién 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 lineds accion, contribuye al logro de los compromisos con el Convenio Sobre
Diversidad BiolOgica, las Metas de Aichi (202@20) y los Obijetivos de Desarrollo Sostenible de

la Agenda 2030. El Programa Nacional Forestal tiene como objetivo la promocién d@ mane
forestal comunitario para la gestién sostenible de los recursos forestales; asi como la generacion e
impulso de cadenas productivasmpetitivas que colaboren en el desarrollo de las economias
locales para mejorar la calidad de vida de las poblaciarekapitan e@onas forestales. Con ello

se permite hacer un uso responsable de los recursos forestales, y al mismo tiempo, se protegen los
ecosistemas de factores que deteriorakeertura vegetal, para mantener el patrimonio natural a
través de ungegion sostenible. También, tiene como objetivos la conservacion y restauracion de

la capacidad de aprovisionamiento de servietssistémicos de las zonas forestales, mediante un
enfoque participativo y de inclusion de la sociedad que contrédoggaantiar un medio ambiente

sano que consienta el desarrollo y bienestar de la poblacion [PNF, 2020].
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II. 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 injerengidz[€t 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 Ambientg Recursos Naturales (SEMARNAT). Ademas, existe una
reglamentacion oficial para el uso de plaguicidas, en la que se incluyen las siguientes normas:
NOM-232SSAL12009, NOMO32FITO-1995, NOMO003-STPS1999, NOMO52-FITO-1995.
También, existe el Decrefior d que se reforman, adicionan y derogan diversas disposiciones del
reglamento en materia degistros, autorizaciones de importacion, exportacion y certificados de
exportacion de plaguicidas, nutrientegjetales y sustancias y materiales tox@geligro®s

[DOF, 2014]; y el Registro Sanitario de Plaguicidas y Nutrientes Vegetales [DOF, 2019]. Toda la
legislacién antes mencionada se orienta a brindar los lineamientos para el uso y manejo de las
sustancias plaguicidas con el fin de minimizar los riesgéecyas adversos que su uso y aplicacion
puedan provocar. El acatamiento de estos decretos es necesario para proteger y preservar el
ambiente natural, Isalud humana y aprovechar de forma sustentable los recursos.
Desafortunadamente, los intereses econadsnigubernamentales 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 alteativas biolégicas que existen, se propicia la desproteccién del medio ambiente y
la salud [Micheli, 2001]. Es por ello, que se observa como necesario un cambio de paradigma en
la legislacién de los plaguicidas orientado hacia la sostenibilidad; asi otaborar en el impulso

de alternativas ecoldgicas para el control de plagas con menor impacto, y con ello, construir un

sistema de aprovechamiento y conservacion.

II. 6 Plaguicidas y sus efectos ambientales

Los plaguicidas son los contaminantes de origatropico mas aplicados en los ambientes
QDWXUDOHYV 6H GHILQHQ FRPR 3XQD VXVWDQFLD R PH]JFOD
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para el ambiente por sita toxicidad y algunos estan restringidos por acuerdos internacionales
como el Convenio de Roterdam, el Protocolo de Montreal y el Convenio de Estocolmo sobre los
Contaminantes Organicos Persistentes (COP); el cual incluye 12 productos quimicosledestro

gue 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
produccion a nivel mundial [Del Puertal., 2014]. La contammacion 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, definiglapor factores como el clima, las condiciones geomorfolégicas,
hidrogeoldgicas y meteorolégicas de las zonas donde son vertidos [RAPAL, 2007]. Algunas
sustancias quimicas que forman parte de estos compuestos son resistentes a la degradacion y, e
consecuetia, persisten por largos periodos de tiempo en las aguas subterrdneas 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 propagacién de hanghses, La mayoria de

estas formulaciones se constituyen por: bencenos, tiocarbamatos, tioftalimidas y compuestos
organometalicos; que son toxicos persistentes y tienen efectos nocivos a la saluddtGiklser

2008]. Estos plaguicidas pueden llegar ahbno de forma directa a través del agua y el aire, e
indirectamente por medio de la cadena biolégica de los alimentos. Tienen efectos agudos y crénicos
en la salud segun el grado de exposicion, considerandose crénico si superan los niveles
considerados segos [UE, 2006]. Los plaguicidas se pueden clasificar segun su naturaleza, como
de origen quimico y bioldgico, ademas de que tienen medios de accion de amplio espectro y son
comunmente persistentes y de impacto negativo en el ambiente [&erah, 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 fisiolégico, bioquimico y molecularlake formulaciones sintéticas, los
mecanismos necesarios para evitar el desarrollo de resistencia en los patégenos relacionados a la:
enfermedades, los efectos de los quimicos sobre los microorganismos del suelo, las dosis de
necesarias y, los métodos y dariones de aplicacion de los plaguicidas [Adi#=sesu y Rolando,

2018]. Por otra parte, los plaguicidas biologicos son formulaciones desarrolladas a partir de

organismos vivos y sus productos, que han demostrado ser eficaces para combatir organismos
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nocivos [Heydari y Pessarakli, 2010; Let al, 2021]. Entre ellos se encuentran, por ejemplo,
algunas especies antagonicas coRseudomonas fluorescens, Bacillus simpyeXErwinia

billingiae que actuan contra hongos patégenos cbasariumspp. [lturritxaetal., 2017].

II. 6.1 Fungicidas en México

En México, se utilizan fungicidas que se han prohibido en otros paises debido a su peligrosidad
[Ortizet 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 patégenos [DEAQ, 2018]. Estos compuestos famaclasimo
altamente peligrosos al no cumplir con los criterios establecidos por la Organizacion de las
Naciones Unidas (ONU) para su uso y comercializacion [FAO y OMS, 2019]. Ademas, la
aplicacion de los fungicidas puede favorecer el desarrolloudacicnes genéticas, alteraciones
hormonaley modificaciones endocrinas [RAPAM, 2017; Braatoal, 2020]. En el Cuadro 1, se
muestra un listado de los ingredientes activos contenidos en los fungicidas comercializados en la
Republica Mexicana de acuerdo conDatcionario 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
gue pueden éxbir. 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 antifangica que son distribuidas en Méwxacel gantrol de
enfermedades fungicas. En el cuadro 2 se observan tres soluciones bioldgicas, de las cuales un pa
son formulaciones generadas a partir de bacterias del géaeitlus que tienen la capacidad de
biocontrolar patdgenos por competencia;, ldoproduccién de antibibticos, enzimas y de otras
sustancias como los sideroforos [Tejeral, 2012]; y, una solucion a base de conidios del hongo
Trichoderma harzianumespecie flungica que inhibe a los patdgenos a partir de diversos
mecanismos antagitos como la antibiosis, parasitismo y competencia; asi como dos
formulaciones de origen vegetal que contribuyen a la prevencion de la presencia de hongos

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

Ingrediente: concentracion(Texcidad)

Efecto

Mecanismo de accion

Aluminio tris: 80%@P)

Azoxiestrobina: 60%, Ciproconazol: 2496

Azoxystrobin: 18%, Difenoconazol: 11%°

Azoxystrobin: 23%2 ©
Azufre elemental; 52983% @ b. )

Azufre elemental: 47%: b ©
Benomyl: 50942 b "
Bicarbonato de potasi® ® ©

Captan: 509 b 9~

Carbendazim: 43%0%© "

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

Clorotalonil: 52%54%© *

Clorotalonil: 40%, Dimetomorf: 8% o ©*
Cuaternario de amonio: 12%° ©
Cymoxanil: 60942

Difenoconazol: 25%

Difenoconazol: 4%, Clorotalonil: 4098
Oxitetracloruro de cobre 726"
Famoxadona: 23%, Cymoxanil: 30%¢°
Famoxadona: 6%, Mancozeb: 63%%

Fenbuconazol: 249 2 9
Fenhexamida: 50% b ©

Folpet: 80%4" 9"
FosetitAl: 80% @ b.0)

Fosfito de calcio: 25% b ©
Fosfito de cobre: 40% ©

Fosfito de magnesio: 75% " ©
Fosfito ce zinc: 40%2 b ©
Fosfito potasico: 70%- ©

Fosfonato de potasio: 75%° ©

Preventivo y de control
Control

Preventivo y de control
Preventivo y deontrol
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

Bloguea la esporulacion y estimu
las defensas de fdanta

Bloguea el proceso respiratorio y
sintesis de ergosterol

Sistémica

Sistémica, preventiva y curativa

Afecta la cadena respiratoria fungi
y proporciona nutrientes
Sistémica

Sistémica

Regula la presion osmética
destruye las paredes celulares
Previene, atenla y contro
enfermedades del follaje
Sistémica y curativa

Sinérgica por contacto

Sistémica yprotectora

De contacto

Antiesporulante

Desinfeccion y limpieza
Sistémica y translocacion acropét:

Sistémica preventiva, curativa
traslaminar
Sistémica y de contacto

Sistémica y de contacto
Sistémica, acropétala y de contact

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

Inhibe el tubo germinativo de
hongoBotrytis

Protector de accion por contacto

modos de accib

Refuerza las defensas de la plant
es antiesporulante

Controla la pudricién de la raiz
disfuncién causada p&hytium
Estimula las defensas de la plant:
actta como fertilizante

Aporta magnesio

Aporta zinc, componente estructut

Estimula las defensas de la plant:
aporta potasio
Estimula ladefensas de la planta
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Cuadro 1. Continuacion

Isopyrazam: 13%

Mancozeb 30%480% @ b 9
Mancozeb: 50%* b 9~

Mancozeb: 64%, Cymoxanil: 8% 9"

Metalaxil: 9%, Clorotalonil: 729% ©
Metil tiofanato: 50942 b ©)

Myclobutanil: 20%40% @
Myclobutanil: 4%, Quinoxyfen: 4% ©

Oleato cuiprico: 22%)
Oxatiapiprolin: 10942 2 ©

Penthiopyrad: 20% b ©

Picoxystrobin: 18%, Ciproconazol: 76" ©
Propiconazol: 26%"

Quinoxyfen: 23942 b "
Quintozeno 37%5% @ b.©)

Sulfato de cobre pentahidratado: 289% ©
Tebuconazol: 23926% @ 2. ©)

Tebuconazol: 22%, Azoxystrobin: 116b
Tiofanato de metilo: 42980%© "

Preventivo

Preventivo
Preventivo

Preventivo y de control

Control
Preventivo y @ 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 1l de le
respiracion del hongo
De contacto y protectora

Preventiva debida #& mezcla de
fungicidas

Actla sobre el metabolismo ¢
hongos pleosporales

Sistémica y de contacto

Impide el crecimiento miceliar y i
germinacién de conidias

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

De contacto foliar

Sistémica, acropétalo para el cont
de Oomycetos

Inhibe el proceso de respiracio
fungica

Inhibe la sintesis de ATP

Actla dentro de la planta inhibienc
el desarrollo del micelio

Se fija en las ceras de la cutict
controlando la enfermedad

De contacto para patdgenos (
atacarlas semillas, raices y tallos
Sistémica

Solucién de amplio espectro
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 enf&iogpacion propia con

informacion delDiccionario de Especialidades Agroquimicas (DEAQ) [20yL&8]el Registro Sanitario de Plagidas y Nutrientes Vegetales

(COFEPRIS) [2019].

Cuadro 2. Formulaciones biolégicas con actividad antifungica distribuidas en México

Mecanismo de accién

Ingrediente  activo: concentracion Efecto

(Toxicidad)

Bacillusspp.: 10° UFC @ 5.9) Preventivo

Bacillus subtilis® P ©) Control  (pudricion
radical)

Extracto de gobernadof& Control

Sales potasicas de acidos
vegetales?

Trichoderma harzianunB8%-109% @ o )

gra: Preventivo

Control

Inhibe el crecimiento de patégenos de la rai:
Antagonico a@usarium oxysporum

Produce polifenoles que quelatan el calcio d

pared celular

De contacto como complemento a fungicidas

amplio espectro

Desplaza patdgenos por parasitismo, antibis

y competencia

a: Nocivo en caso de ingestion, b: Nocivo al contacto con la piel, ¢: Nocivo si se inhala, d: Compuestos de origem vegjetdhdi aparente.
Elaboracién propia con informacion deiccionario de Especialidades Agroquimicas (DEAZY)18]y del Registo Sanitario de Plaguicidas y

Nutrientes Vegetales (COFEPRIS) [2019].
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[I. 7 Control biologico de enfermedades en plantas

El control biolégico es una estrategia que permite el manejo de plagas y enfermedades en plantas
a través de la actividad de organismiv®s 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 8rigilra
antagonismo es toda accién ejercida por organismos que resulta en la disminucion de la poblacion
de otro organismo y, en fitopatdogenos reduce la expresion de la enfermedad. Los antagonistas de
patdgenos que se utilizan en el control bioldégico pueden sdivdesos tipos, entre los que
encontramos a hongos, bacterias, nematodos, protozoos, virus, viroides y plantas. Los organismos
antagonistas pueden presentar cinco mecanismos de accion frente a un patdégeno: competencia
antibiosis, explotacién, resistendiaducida en el huésped vy lisis, bien de forma individual o
asociada [Hernandext al., 2007].
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Figura 3. Interacciones involucradas en el control bioldgico [GutiéRlezeset al, 2022]
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El control biolégico o biocontrol se enfoca en la reduccion de la densidad poblacional de un
patégeno o de sus actividades inductoras de enfermedad, por la accion deasorganismos
antagonistas [Baker y Cook, 1974]. El interés por el uso de esta técnica ha incrementado en las
tltimas décadas por las multiples ventajas que tiene sobre los métodos quimicos (Cuadro 3) y la
preocupacion de que el uso indiscriminado de ety quimicos ha ocasionado el surgimiento de
plagas resistentes y graves efectos de contaminacion al ambientee[GépR012; Yancet al,

2019]. Ahora existe un mayor compromiso y conciencia social por la conservacion del medio
ambiente, lo que hargmovido el desarrollo de practicas sostenibles como el biocontrol, no sélo

enfocadas al beneficio econémico, 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 econémico

Sustituyeparcial o totalmenta los plaguicidas Falta de personal especializado
Relacién coste/beneficio Antagonistas susceptibles a plaguicidas
Evita plagas secundarias No provee una supresion inmediata

Escasamtoxicaciones

[Summy y French, 1988]

II. 7.1 El control biolégico de enfermedadesRinusspp.

El biocontrol se ha utilizado ampliamente en el sector agricola como una alternativa al combate
qguimico de enfermedades en los cultivos. Sin embargo, hay una aplicacion escasa de esta técnica
para el manejo de arboles forestales. A pesar de ello, sedraautis que el control biolégico ha

tenido éxito en el manejo de enfermedades fungicBaeisspp bajo condiciones de invernadero

y en ambientes naturales [lturritgdal, 2017]. Un ejemplo de ello es el biocontrol con bacterias
comoPseudomonas fluoseens, Bacillus simplgxErwinia billingiae, aisladas de la rizosfera de

Pinus radiata con actividad antagdnica contra el horgesarium circinatunylturritxa et al,

2017]. Este hongo patdgeno también afecta a otras especies de pin@rtwsonuricata Pinus

tadeg Pinus elliotiiy Pseudotsuga menziefordonet al, 2006]. Asimismo, se ha demostrado
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la capacidad biocontroladora de cepas de los gérigacglus y Burkholderig las cuales

representan una buena alternativa para el control de las edBetas ocasionadas geusarium

circinatumenPinus taeddSoriaet al, 2012]; asi coméneurinibacillus migulanupara controlar

al hongoDothistroma septosporuran Pinus contarta[Alenezi et al, 2016]. Ademas, otras

investigaciones han confirmado que cepas aisladas de bosque del Téctevdermapueden

controlar patdégenos fungicos del génémnillaria, al disminuir la podredumbre de la raiz de

arboles de sistemas forestales [Cheal, 2019] y Fusarium circinaturren diferentes especies de

pino [MartinezAlvarezet al, 2015]. Ilgualmente, se ha encontrado Giehodermaspp.pueden

producir enzimas, sideroforos y acido in@ehcético, como mecanismo de biocontrol de hongos

y de promocién @ crecimiento, como lo hacen bacterias promotoras del crecimiento vegetal

[Infante et al, 2009]. Asimismo, el control biolégico en plantas de vivero se puede realizar al

aplicar aislados de tres géneros microbiaBagillus Pseudomonas Trichoderma[Reglinski y

Dick, 2005]. Por ejemplo, el uso de hongos del gémaohodermaspp. tiene una alta efectividad

para controlar la poblacion @®trytis cinéreanPinus sylvestribajo condiciones de invernadero

[Capieauet al, 2004]. En el cuadro 4, se mtres algunos ejemplos de agentes de control

bioldgico usados contra hongos que afectan a diferentes espeé&lesiglbajo condiciones de

laboratorio, invernadero y campo.

Cuadro 4. Uso de agentes de control biol6gicoRinusspp.

Agente de Biocontrol Patégeno Planta Aplicacion

Referencia

Hongos

a. Trichoderma

T. harzianum Fusarium circinatum P. greggii Invernadero
In vitro
T. koningiopsis Fusarium oxysporumr P. massoniang
Invernadero
T. harzianum In vitro
Botrytis cinerea P. sylvestris
T. polysporum Vivero

GarciaDiazet al., 2019

Yuy Luo, 2020

Capieatet al, 2004
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Cuadro 4. Continuacion

b. Otro
P. nigra In vitro
P. pinaster Campo
. _ o _ MartinezAlvarez et al,
ChaetomiumAlternaria F. circinatum P. pinea
2016
P. radiata
P. sylvestris
Bacterias
a. Aneurinibacillus
) Dothistroma In vitro )
A. migulanus P. contorta Aleneziet al, 2015
septosporum
b. Bacillus
In vitro
B. pumilus Sphaeropsis sapinea P. massoniana Daiet al, 2021
Invernadero
Heterobasidion In vitro
i annosum -
B. simplex P. radiata Invernadero Mesanzeet al, 2016
Armillaria mellea
In vitro
F. circinatum P. radiata lturritxa et al, 2017
Invernadero
In vitro
B. subtilis Fusarium sambucinun P. elliottii Maciel et al, 2014
Invernadero
F. circinatum P. taeda In vitro Soriaet al, 2012

GutiérrezFloreset al., 2022
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II. 8 Los mecanismos de control bioldgico

Lasplantas se relacionan con diversos organismos y establecen distintas interatoiamessu

ciclo de vida,como, por ejemplo: mutualismo, protocooperacién, comensalismo, neutralismo,
competencia, amensalismo, parasitismo y depredacién [Cano, 2011]. El control biolégico es
considerado como el resultado positivo a la salud de una planta generado por alqaow@dntde

este tipo o la combinacién de estas a diferentes escalas, y puede involucrar mas de un individuo
controlador de la poblacion patégena [Van Driesathal., 2007]. El biocontrol se puede generar
cuando organismos no patdgenos compiten con loggadsd 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 [Var
Lentereret al, 2018]. También la fieccion y el parasitismo del huésped por patdégenos avirulentos
pueden conducir al biocontrol de patdgenos a través de la estimulacion de los sistemas de defensa
del huésped. Por ultimo, puede controlarse un patégeno a través de su depredacion por un

organsmo depredador para consumo Yy sustento [GafReg®ero y Armbrecht, 2005].

II. 8.1 Competencia por espacio y/o nutrientes

La competencias una interaccion biolégica enttes organismosen la cual la poblacién de uno

es reducida a consecuencia dpriesencia de otro debido a la demanda simultanea de los mismos
recursos. Por lo que existe una limitacién de la cantidad de recsestis por ambos organismos,

que puede ser aguaalimentoo espacio [Drobet al, 2009]. Este tipo de interacciées coma

entre bacterias y hongos debidswaelacion superficie/volumen. BEicrementade las células de

los organismos antagonistieva a consumo yagotamiento de los nutrientdsponiblesy/o ala
ocupaciéndel espacio disponible para lasganismospatégenos y, por lo tanto, reduce su
poblacion[Sharmeaet al, 2009].Este mecanismo de competencia se ha usado con éxito como
meétodo de control bioldgico para patdogenos fungicos. Algunos hongos fitopatdgenos se han
controlado a partir de tratamientos cbacterias, comdCandida oleophila bacteria que ha
demostrado tener la capacidad de controlar la germinacién de conidiesitlieium expansum

deBotrytisspp. [Guerreret al, 2011].
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II. 8.2 Depredacion

La depredacion es una interaccion biolégica gansiste 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 depredacion existe una relacion de control poblacional, lo que
ayuda a mantenem ecosistema balanceadm &ta interaccion se proporciona energia para la
subsistencia y desarrollo del organismo depredador, por consumir al organismo presa{Begon
al., 1999]. La depredacion influye en los organismos a dos niveles ecoldgicas:cehirdividuo,

la presatiene um disminuciénen la forma fisicgy afecta principalmente la reproduccion de la
especiey, a nivel comunidadeduceel nimero de individuos en la poblacion de preRae§eet

al, 2011 Douglas y Jean, 2016]. Por ejemplo, este mecanismo de control biolégico se ha empleado
en el sector agricola cddodalia cardinalisgue es un coledptero que puede controldcdaya
purchasj una plaga que afecta a los citricos mediante su consumo [V&ida, 2002]. También

se ha reportado que algunos coccinélidos benéficos €yunloneda sanguinea Hippodamia

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

Il. 8.3 Parasitismo

El parasitismo es otropd deinteraccion bioldgica&ntre dos organismos, en donde uno cumple el
rol de huésped y el otro de hospedador [Rodrigtied, 2014]. La especie que lleva a cabo el
proceso se denomimearasito o huésped y se desarrolla sobre o dentro de un indiaspedero,
alimentandose de sus fluidos corporales, érganos y le ocasionan la modaeatiraleza hay
dos tipos de parasitos endoparasitogjue son los que habitan dentro del huéspdds que
viven en la parte externdamadosectoparasitos [$&chez, 2000]. El parasitisnes un medio por

el cual una especigarasitasobrevive a costade otras especiea, satisfacesus necesidades basicas
en perjuicio del organismo hospedafitéartinez, 2014].Regularmente, en garasitismo, el
hospedador peitee un dafo pola accion del organismparasito en algna etapale su ciclo de
vida. Este tipo de interaccidparasié sepuedellevar a cabo en cualquiera de las distintas etapas
gue componeta vida de un organismo [Valverd al, 2005]. Una vez que la especie parasita
tiene ventaja en la relacipse establecenediante seleccién natural puedeser un proceso

irreversible queocasionatransformaciones fisioldgicas y morfolégicas de la especie [Sanchez,
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2000]. Es por ello por lo que, los parasitos toman su nombre en funcion de la etapa de vida del
hospedero, por ejempldrichogrammatida@taca a huevos, por dicha razon seléasd parasitos

de huevos [Van Drieschet al, 2007],Diaeretiellason parasitoides de ninfas, parasitoides de
larvas comdCotesia flavepiy parasitoides de pupas de diferentes especi@palangiaspp.
[Carballo, 2002].

Il. 8.4 Amensalismo

El metabolisno 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 objgiraveler energia para

los procesos vitales y para la sintesis de materia organica [Kornberg, 2020]. Las plantas, ademas
del metabolismo primaridjenenun metabolismo secundario que Bgida a lgproducion y
acumul@ion de compuestos de naturaleza quianiAvalos y Pérez, 2009]. Los metabolitos
secundarios son compuestos producido$poteriashongoso plantasque no estan directamente
involucrados en dliclo de vida de un organismo. Su ausencia no produce la muerte inmediata,
sino mas bien un determde 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 funcién protectora frente a depredadores y
actuan como repelentes. También, el amensalismo es una forma de control biolégico al intervenir
en los mecanismos de defensa frente a diferentes patogenmpesticidas naturales [Sostal,

2004]. Ademés de las plantas, diversos microorganismos secretan metabolitos secundarios que
interfieren con el crecimiento y/o actividades de un patdgeno. Un ejemplo de biocontrol por
amensalismo es la produccion de lidticos, los cuales son toxinas microbianas que pueden
envenenar 0 matar otros microorganismos. Algunos organismos producen y secretan uno o mas
compuestos antibidticos que colaboran en el control poblacional de algun patégeno y la enfermedad
que causa [&, 2006]. La capacidad de producir multiples antibidticos posiblemente ayuda a
suprimir diversos competidores microbianos, algunos de los cuales pueden ser patdgenos de
plantas, colaborando asi en el control biolégico. También la produccién de enioags#paces

de hidrolizar diversoscompuestos poliméricos, como quitina, proteinas, celulosa, hemicelulosa y
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ADN, se encuentrarelacionados dbiocontrol de patdgenos [Vargékyos, 2015]. Por ejemplo,
Bacillus velezensjses una bacteria endofitica qpesee varios rasgos de biocontrol, como la
produccion de fuertes metabolitos antifingicos (iturinas y fenicinas), colabora en la promocion del

crecimiento vegetal y puede inducir la respuesta sistémica [&taaig 2019].

[I. 8.5 Induccidn de la respuesta sistémica

Las plantapueden desarrollar diversosecanismos de defendabido alataque de fitopatogenos.
Una vez reconocido el organismatdégengse activael mecanismo deespuesta que incluyen la
expresion de genede defens, conocido comoResistencia Sistémica Inducida (RSI). Esta
respuesta e perfeccionamiento de la capacidadidi=nsa de la planta contra patégenos y plagas
adquiridas después de un estimulo [Samareegb 2017]. La resistencia vegetal inducida ea un
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 qu
codifican para la produccion de diversas proteinas relacionadas cpatdgénesis (PR)
[Prasannath, 2017]. Esta respugsiade ser beneficiageor la interaccion comicroorganismos
benéficos como las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGRRR ejemplo,
algunas rizobacterias comAzozpirillum, AzotobacterGluconacetobacter, Pseudomongs
Bacillus se han utilizado para estimular la resistencia sistémica inducida (RSI) de las plantas en el
sector agricola [Chadt al, 2014; Gucet al, 2015]. También, se ha demostrado glgeinasPGPR
del géneroBacilluslograninducir los mecanismos de defenda las plantasontra enfermedades
producidas por virugsSamanieget al, 2017] Lo que evidencia que el uso de estas bacterias como
alternativa biol6gica para el control de patdgenos en plantas puede contribuir al desarrollo de una
agricultura sostenible y conservacion de los ecosistemas. Asimismo, existen antecedentes de que
las rizobacterias inducen resistencia en las plantas contra enfermedades fungicas, bacterianas y
virales [Morencet al, 2018]. Ademas, hay hongos que colaboran en la induccién sistémica de las
plantas, como lo eAcremoniumel cual induce un proceso de muarétular en respuesta a una
proteina elicitora que produce. La accion de esta proteina activa la inmunidad y confiere resistencia
contra la antracnosis [Ha€lonradet al, 2018]. A pesar de ellpla respuesta sistémica puede
limitarsepor el estrés en lalanta como la deficienciale agualo queinducea laalteraciéndelas
sefalegarala limitacion dd patdégeno [Arangd/elezet al, 2015]. También, se ha demostrado
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quese puede inducir leespuesta sistémica arboles deoniferagmediantda lignificacion como
resultado de la inoculacion de patdégenos como el h@muweropsis sapineg Diplodia
scrobiculataen Pinus nigra[Bonello y Blodgett, 2004Blodgettet al, 2007]. De esta manera, la
respuesta sistémica involucra una seriealapuestos de sefalizacion que regulan la produccion

de productos quimicos, los cuales, se encuentran fuertemente conectados con &cido salicilico,

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

Il. 9 Interaccion plantanicroorganismo erl biocontrol

Existen diversas interacciones entre microorganismos en los ecosistemas, tales como sinérgicas,
antagoénicas y de competencia, reguladas por factores biéticos y abioticos [Francely, 2016]. Las
relaciones que se llevan a cabo entre los micemisgios inciden en la interaccion planta
microorganismosmbiente. Los microorganismos descritos como agentes de control biologico
(BCA) y/o promotores del crecimiento vegetal (PGPd&penden de estos factores para expresar
sus efectos benéficos [MarschiyeTimonen, 2005]. También, factores de tipo abiotico, como las
condiciones climaticas y las caracteristiiaigoquimicasdel suelo, itervienen de formdirecta

en el tipo de interaccién des organismos y la expresion de sus acciones favorecedorasasa
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 fualgisren la fisiologia y en la bioquimica

de la interaccion [Vazques al, 2000].

II. 10 Plaguicidas de formulacién biolégica

Los plaguicidas de formulacion biolégica o bioplaguicidas son productos biolégicos que tienen
como ingrediente activo un agentetagonista de un organismo patdégeno; 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, 2BXidten aproximadamente 50
productos logicos 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 erradicabiongbs patégenos.
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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 comdstreptomycesy bacterias de los géneros
Pseudomonayg Bacillus. También, los formulados por hongosT&hodermase consideran de

alta efectividad ya que antagonizan un amplio espectro de fitopatdégenos al producir enzimas liticas
que tienen la capacidad degiadar la pared celular de los agentes fungicos [Inéuate 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 ydadaion de la respuesta sistémica de la
planta. Los biofungicidas que son eficaces, generalmente presentan varios mecanismos
antagonistas que actlan de manera conjunta para controlar al patégeno [Mardined13].

Algunos fungicidas biologicos, se haitilizado 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 [Gugtd®z 2008;Heydari y Pessarakli, 2010].

[I.1 1 Bacteria Gram positivas como agentes de control biolégico

Existe la evidencia del uso de bacterias grampositivas como controladoras de patégenos por su

capacidad fungicida, insecticida, nematicida o promotora de crecimiento vegetal. Ademas, este tipo

de microorg@nismos poseen una alta resistencia y adaptacion al ambiente fisico [€@rbkra

2009].Estas bacterias tienen una pared celular gruesa constituida por peptidoglicano, pero no

cuentan con una membrana celular externa, se logran diferenciar por tiedgyard al pintarse

de color azul y pueden tener forma de cocos o badilyselzJacomeet al, 2014 Bush, 2019].

Algunas de estas bacterias pueden formar parte de la biota autdctona en el cuerpo, como la piel y

el estbmago [Canton y RuZarbajosa, 2013]JAdemas, las bacterias del géndacillus se

encuentran incluidas en esta clasificacion. El géBawllustiene una distribucién cosmopolita

por su facilidad de adaptacion y supervivencia, debido principalmente a su capacidad para formar

endosporas y ssonsidera al suelo como su principal reservorio [Calvo y Zuiiiga, 2010; Corrales

et al, 2016]. Las especies 8acilluspertenecen al Reino Bacteria; Filo Firmicutes; Clase Bacilli;

Orden Bacillales y Familia Bacillaceae [Maughan y Van der Auwerd, 2011]. Dentro de sus

principales caracteristicas se encuentran su crecimiento aerobio o anaerobio facultativo, tienen
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crecimiento Optimo ocurre a pH neutro y ennteiivalo de temperatura amplio. Algunas bacterias

de este género estan asociadas a la promocién del crecimiento vegetal y control de patégenos en
plantas, por lo que son aplicados en el sector agricola [Tefjexla 2011]. En este género se
encuentran dersas bacterias promotoras del crecimiento vegetal y organismos antagonistas de
fitopatdgenos como los hongos. TambiBacilluses el género mas explotado para la produccién

de bioplaguicidas debido a su gran versatilidad [Ongena y Jacques, 2008].irchsalas
mecanismos de accién de este tipo de bacterias son: la excrecion de antibioticos, toxinas,
sideréforos, enzimas liticas e inducen la resistencia sistémica, por lo cual tienen una capacidad para
ser utilizados como agentes de control biol6gicpldgas y enfermedades en plantas [Refjad,

2017 y Tejeraet al, 2011].
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La regidn norte del Estado de Puebla esta afectada por plagas y enfermedades que son investigada
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 destacattaZadetela de Ocampo,
Aquixtla, Zautla, Xochiapulco y Zacapoaxtla [CONAFOR, 2015]. La principal problematica
encontrada es la defoliacién asociada a la presencia de hongos, lo que ocasiona la muerte de los
arboles y con ello la pérdida de miles de heea de bosque. La disminucion de la biomasa del
bosque de pino de la regién ha llevado a la reduccion de los beneficios materiales y econdémicos
que se generan por su explotacién, lo que afecta el aprovisionamiento de servicios ecosistémicos
como la generadn de agua y aire limpios. Ademas, los organismos fangicos que afectan a los
pinos en el norte déueblase han combatido con poco éxito mediante la aplicacion de fungicidas

de amplio espectro, como lo son: azoxystrobin, clorotalonil, fe&ktibsfito 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 humaneausar enfermedades que pueden llegar a ser fatales
[Fait etal., 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
substan@s extremadamente peligrosas para la salud (Special Health Hazard Substance List) ya

gue es un compuesto carcinégeno [NJDEP, 2005].

Cuadro 5. Fungicidas quimicos de uso agricola y forestal en Md&atiérrezFloreset al, 2021]

Ingrediente: concentracion(oxicidad) Efecto Actividad

Azoxystrobin: 23%2 ©) Preventivo y de control Sistémica, preventiva y curativa

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

FosetitAl: 80% @ b ©) Preventivo y de control Refuerza las defensas de la pla
y es antiesporulante

Fosfito de calcio: 25% ® © Preventivo y de control Controla la pudricion de la raiz
disfuncion causada p&hytium

Fosfito de cobre: 40% © Preventivo y de control Estimula las defensas de la plar
y actiia como fertilizante

Fosfito potasico: 70%- © Preventivo y de control Estimula las defesas de la plant
y aporta potasio

Mancozeb 30%4B80% @ b 9" Preventivo De contacto y protectora

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

Propiconazol: 26%" Preventivo y de control Inhibeel desarrollo del micelio

a: Nocivo en caso de ingestion, b: Nocivo al contacto con la piel, ¢: Nocivo si se inhala, d: Compuestos de origen t@qgetdhdiaparente. *:
Sustancia prohibida en otro paBaboracién propia con informacion delccionario de Especialidades Agjuimicas (DEAQ)2018]y del
Registro Sanitario de Plaguicidas y Nutrientes Vegetales (COFEPRIS).[2019]
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V. 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 bionestal fdra 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 losesisds 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 fisioldgicos [@idal., 2007; Kalyoncuet al., 2009].Por lo tanto la
basqueda de alternativas al uso de compuestos quimicos para el control de las enfermedades
forestales es una necesidad, enfocada al mantenimiento y conservacion de los beneficios naturales
que aportan estos sistemas sin provocar efectos negativos atesnashdemas, la pérdida de
biomasa forestal asociada a agentes flingicos es un problema complejo que requiere un enfoque
multidisciplinario y un proceso de investigacion experimental para elaborar estrategias para su
control. Asimismo, se ha demostradoegdl uso de bacterias antagonicas es una opcioén para
biocontrolar agentes fungicos en plantas de pino de sistemas boscosos [Griteesez22018].

Por esta razén, el control biol6gico de hongos mediante el uso de bacterias es observado como una
alternatva 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 evalud el
biocontrol de hongos patdgenos presentePians patula P. montezumag P. pseudostrobus
mediante el uso de bacterias de origen forestal en la Sierra Norte del Estado delRuebla.
aplicacion de la técnica de control biolégico de las enfermedades fungicas puede mejorar la salud

y biomasa del bosque, lo que benefaésde el puio de vistaecoldgico, econdémico y social.
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V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Es una alternativa al uso de plaguicidas el control biolégico de enfermedades funBicas en

spp en la Sierra Norte de Puebla?

VI. HIPOTESIS

La aplicacion de una formulacién microbiana propia del séotestalfavorece la sanidad de los
arboles de pino afectados por patégenos fungicos presentes en la Sierra Norte del Estado de Puebla

lo que representa una alternativa para el manejo y caas@nvdel bosque de pino.

Vil.  OBJETIVOS

VII.1 Objetivo General

Evaluar el control biolégico de hongos asociados a la defoliaciBmdespp. mediante el uso de

bacterias de origen forestal, como una alternativa al uso de plaguicidas.
VII.2 Objetivos espetitos

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

propiedades antifungicas.
2. Determinar la presencia de hongos patogenddrarsspp. de la Sierra Norte de Puebla.

3. Comparar la patogenicidad de los hongos aisladédriesspp. en condicionds vitro e

in vivo.

4. Analizar el antagonismo de las bacterias aisladas contra los hongos patod&nassjs.

en condiciones controladas.
5. Validar el control biolégico de hongpatdégenos eRinusspp.in situ.

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

VIIl.1 Sierra Norte del Estado de Puebla

La Sierra Norte de Puebla es una cordilrammtafiosa 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 0O0EMSsSNM
temporada de lluvias las precipitaciones alcanzan los 2 500 milimetrdssayea algunas zonas

puede llegar a 4 000. Se pueden identificar dos climas dominantes, el clima templado humedo con
lluvias todo el afio y el clima semicalido subhumedo con lluvias todo el afio. Adarflég lde

la sierra se compone principalmente deoées 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. Asimamo, es

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

VIIl.2 Caracterizacion hiofisica del sitio de estudio

El sitio de estudio de la presente investigacion se conformd por seis municipios: Aquixtla,
Chignahuapan, Ocotepec, Tetale Ocampo, Zacatlan y Zautla (Figuha Estos municipios

ocupan una superficie de 2019%#o que representa aproximadamente el 6% del territorio estatal.
Ademas, son parte de la Sierra Norte del Estado de Puebla, la regiébn 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 Sierraviadtal de México.
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Sitio de estudio
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Figura 4. Sitio de estudio

En el sitio de estudio se identifican cuatro tipos de clima: semicalido humedo, semifrio subhimedo,
templado humedo y templado subhimedo, con temperatura media anual que va de 12°C a 18°C
durante el afio (Figu). Por la ubicacion y elevacion de la siepaedominan los climas templado
hamedo y templado subhimedo con lluvias en verano, encontrando bajas temperaturas desde
octubre hasta febrero. El clima templado hiumedisentaxtensos veranospn mucho caloy
abundanteprecipitacén, ademas déviernos breves y moderados. Y, en el clima templado
subhumedo se presenta temperaturas entre 10°y 18 °C y de 18° a 22 °C, no obstante, en alguna:s

regiones puede disminuir a menos de 5°C [INEGI, 2010].
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Figura 5. Mapa climatobgico 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 (Figur@). Los luvisoles son el tipo de suelo que se desarrolla méas
ampliamente en la Sierra Norte de Puetdsyltado 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 dasarrollado
a partir de materiales volcénicos 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 subhiumedasf@bay@014].
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Figura 6. Mapa edafoldgico del sitio de estudio

Los hongos necesitan condiciones climaticas favorables para realizar con éxito su ciclo infectivo
[NavasCortés y Landa, 2019]. Los municipios que conforman el sitio de estudio tienen una
precipitacion pluvial abundante, con precipitaciones que van deesdd 2 500 mm de lluvia por

afo, lo cual, favorece el desarrollo de los fitopatégenos fangicos y representa un potencial riesgo
para las plantas (Figui@. La Sierra Norte de Puebla pertenece casi en su totalidad a la Region
Hidrologica RH27 TuxpaiNautlay 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 precipitacién anual va de 500 a 1 200 mmy
en elclima templado hiimedo la precipitacién 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 distribucién de la vegetacion natural y de la produccién agricola, asi como de los asentamientos
humanos responde a condiciones orogréficas, como las multiples pendientes y la presencia de
cuencas Yy valles que permiten el establecimiento de la pohlacidnantenimiento y desarrollo.

El principal uso de suelo en la region es de caracter agricola, aunque también presenta una vocacior
forestal (Figura). La Sierra Norte de Puebla es la regién con el mayor aprovechamiento maderable
mediante el Manejo Fostal Comunitario en el estado de Puebla, debido a que la mayor parte de
sus recursos forestales son de uso domeéstico [CONAFOR, 2018]. Ademas, la vegetacion
dominante es bosque de pino, seguida de bosque de encino, bosque deireoconaubre
aproximadarante el 50% de la superficie en estudio.
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Figura 8. Mapa de uso de suelo y vegetacién del sitio de estudio
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IX. MATERIALES Y METODOS

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

caracterizacion de sus mecanismos de accion antagénicos

Se aislaron bacterias Gram positivas con actividad antifingica a partir de suelos provenientes de la
zona de dsidio y se incluyeron a la coleccion del Laboratorio de Microbiologia de Suelos del
Centro de Investigacion en Ciencias Microbiol6git2ad AP. Se realizarodiluciones seriadage

cada muestra de sualesde-1 hasta5 para incubarse a 30°C durante 24aloy posteriormente

contar de bacterias mesofilicas aerobias por cada dilucién en agar nutritivo. También, cada muestra
de suelo se sometié a una pasteurizacion a 80°C por un lapso de 30 minutos para el aislamiento de
organismos esporulados, los produaiesla pasteurizacion se sembraron en agar nutritivo y se
incubaron por 24 horas [Obeeé al, 2005]. Consecutivamente, se resembraron las bacterias en
agar nutritivo hasta la obtencion de cultivos axénigokas bacterias aisladas se les caracterizo
bioquimicamente empleando APIs 50CHB y 20E de biomerieux. Ademas, se realizaron ensayos
para determinar sus caracteristicas biocontroladoras del crecimiento fuSgicevalué la
produccion de la enzima quitinasa a cada bacteria Gram positiva obtenida et eizzcion,
mediante su siembra en un medio minimo enriquecido con gqu@tknarjoto 2001y se determind

la eficiencia de produccion de la enzima a partir de la relacion de tamafio diametro del halo de
degradacion (DH) y de la colonia bacteriana (DB), danférmula EP= @%FAH srr

[Campuzanet al, 2017; Parr&Cotaet al, 2017]. También, se evalué la produccion de sideréforos
a las bacterias aisladas a partir de su inoculacién con un replicador en una caja Petri con el medio
de cultivo CAS (CromdAzurol 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
diametro de la colonia bacteriana (DB) con la formula @%FAH s rt Ademas, las bacterias

mas eficientes en las pruebas de produccién de quitinasas y sideroforos se ensayaron como
bioconotroladoras vitro de tres hongos encontrados en comun entre las especies de pino que son
el objeto de estudio. Posteriormente, se seleccionaron las ses leagterianas con mayor
efectividad biocontroladoran vitro del desarrollo de los hongos para realizar pruebas de
compatibilidad al sembrarlas y observar la posible produccién de sustancias que inhiban su

crecimiento entre si. También, se realiz0 unalpaude hemolisis 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 fungico
bajo condicione 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 gendémico (Wizard
de Promega) y, se amplific6é el gen 16S ARNr con los iniciadores fD1 (5'
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG T \ U5-AAGGAGGTGATCCAGCG 1 (O FLFOR C
reaccion se realizo en un termociclador (Techne®000G) con un volumen final de 50 pL (23.5

/| GH DJXD HVWpULO /| GH FDGD LQLFLDGRU / GH HQ]L
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 WUAL50). Posteriormente, los productos de PCR se
purificaran 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 de
National Center for Biotechnology Information (The Basic Local Alignment &edimol:
http://blast.ncbi.nlm.nih.goy/

IX.2 Aislamiento e identificacién de hongos provenientes de acicul@sdsspp del Norte del
Estado de Puebla

Se evalub la presencia de agentes fangicos en acicul® patula, P. montezumage P.

pseudostrobugprocedentes del sitio de estudio. Las muestras de hoja de pino obtenidas se

sembraron en Agar Dextrosa Papa (PDA) y lgmoismos fangicos 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 bservacion de sus estructuras reproductivas en microscopio éptico y, genéticamente

por comparacion de secuencias con ayuda de la técnica de la reaccion en cadena polimerasa (PCF

por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reactegjin la metodologia propsta por Alvarez

et al, 2013. Para la identificacion genéticzs hongos se cultivaron en caldo de papa y dextrosa y

se incubaron a 30°C durante 5 dias. La masa micelial se coseché por filtracion y se realizé la

extraccién de ADN por lisis celular deusrdo con el manual Wizard Genomic DNA Purification

Kit de Promega. Posteriormente, el ADN extraido se usé para la amplificacion de las regiones
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intergénicas ITS1 e ITS2. Se emplearon los oligonucledtidos ITS1
17&&*7$**7*$$&&7*&** § H ,76 NT77T&&ETERI I *& SDUD

amplificacion de los espacios transcritos internos situados entre los genes ribosomales (rARN) 18S

5.8S y 5.8&28S (Whiteet al, 1990) por la técnica de la reaccion en cadena polimerasa y se

sintetizaron por Integrated DNA TecHagies (IDT). La reaccion se llevé a cabo dentro de un

termociclador (Techne®TC  * HQ XQ YROXPHQ ILQDO GH /| ORV F)
GH DJXD HVWpULO /| GH FDGD ROLJRQXFOHYWLGR ,76 H ,°
(PCR ColorlessODVWHU \ / GH '1$ JHQYPLFR (O SURGXFWR

(aproximadamente 600 pb) se verificd 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 WUAL50) 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 Servaiaados
(CINVESTAV) 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 delINa#nter for
Biotechnology Information (The Basic Local Alignment Search Tool:
http://blast.ncbi.nim.nih.goy/

IX.3 Pruebas de patogenicidad en aciculas y plantulasadeapiivel invernadero

En charolas de plastico transparente desinfectadas con medidas de 20 cm x 25 cm se colocaron
grupos de aciculas ¢k patula P. montezumag P. pseudostrobusobre papel absorbente estéril,

las aciculas se infectaron con tres hongos observados como compartidos entre las especies de pin
y se mantuvieron en condiciones de humedad para favorecer el desarrollo de los organismos
fungicos durante siete dias. En geeodo de incubacién se monitored el desarrollo fungico y, al

final de los tratamientos se evaluo el porcentaje de severidad de la enfermedad debido a su
presencia. También, se infectaron plantulas de pino bajo condiciones de invernadero con los

hongos acontrados en comun. Se observaron y compararon las lesiones que provocan bajo

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

IX.4 Evaluacion del antagonismo de bacterias Gram Positivas como agentes de control biolégico

de hongos bajo condiciones controladas

Se realizaron pruebas de control biolégico en acicitasondiciones de humedad y en pinos
pequefios de invernadero de las espePBiegatulg P. montezumag P. pseudostrobuiCarranza

etal., 2015] Las aciculas y plantas de pino se infectaron con tres hongos encontrados en comun
en la zona forestal y seataron a partir de la inoculacion con las bacterias seleccionadas y
caracterizadas con mayor capacidad antagolnica en los emsagts. Los ensayos de camara
hameda tuvieron una duracion de siete dias, para posteriormente evaluar el parametraldd severi
provocada por la presencia de los hongos como el porcentaje de area necrosada de acicula. Par:
evallar la capacidad de biocontrol de los hongos en plantas deapfimal de los tratamientos se
valoraron los parametros de incidencia y severidad denfarmedad. La incidencia de la
enfermedad se evalud a partir de la sumatoria del nimero de lesiones presentes en cada acicula d
pino (1) Para evaluar el indice de severidad de la enfermedad€@8jilizé la escala de severidad
elaborada en esta imsteggacion (Figur®) y la aplicacion de la férmula propuesta por Chiang &

Bock, 2021 (2).

,QFLGHQFLD GH OHVLRQHY ™ OHVLRQHV HQ FDGD DOBtFXOD

S:dpcascldgaj qenslr_hiccaj gwca_jgdga; agx|

Indice de severiatl _:I'|'kcpmmr_bjcm‘qcpt_agnvl:a@dbgakévgkl’nccldcpkcb;_b

Hsrr (2)
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Figura 9. Escala de severidad de la enfermedaBiansspp.

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

Se realizaron tres tratamientos a pinos con sintomas de enfermigidados en un predio forestal
en la localilad de Villa Cuauhtémoc del municipio de Chignahuaphprimero consistié en la
mezcla de las tres bacterias que resultaron mas eficientes en los ensayos réalizadasin
vivo (P. simplexB. thuringiensiy B. simpleXa proporcioneguales El segundo fue la aplicacion
de un tratamiento quimico a base del fungicida comercial clorotalonil y el tercero un control sin
aplicacion. Este ensayo permitié evaluar la capacidad bacteriana como método de biocontrol en las
condiciones propias tlbosque de pino y comparar su efectividad respecto a un quimico de amplio
espectro [GutiérreElores, 2018]. Posterior a siete meses de la aplicacion de los tratamientos, se
evaluaron los parametros de incidencia de lesiones y el indice de severidadfdeni@dad, con
la finalidad de valorar si la mezcla bacteriana selecciomageesenta una alternativa al combate
de hongos fitopatégenos tradicional (compuestos quimicos).
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IX.6 Valoracién de la importancia social del bosque de pino con respecto &ndsios
ecosistémicos y econdmicos en el Norte del Estado de Puebla a partir de encuestas a actores clave

El sitio de estudio cuenta con uaraplia area superficigldispersion poblaonal, @ra acotar a la
poblacién de interés y con ello, facilitar d@tencion de la informacion, se formuld la cadena
productiva del pino de la Sierra Norte de Pudbdaesquematizaciomos permitio la busqueda de
actores clave, que se refiere a personas con una injerencia relevante en la cadena productiva de lo:
pinos @& la Sierra Norte de Pueblasta cadena productiva se estableci6 a través 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, actwjdest®irsos humanos, insumos,
productos, usos y beneficios que se implican en la produccion de pino de la region [Deras, 2003].
Paramaper la cadena productiva se consideroé la produccion de pino en seis municipios del norte
del Estado: Aquixtla, Chignahpan, 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 selecciono 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 poblacion a aplicar la encuesta de percepcion social del valor que tienen los
servicios obtenidos a partir de los recursos forestales. Ademas, la caderdiv@aayudo a
comprender la dinAmica 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 cora lliga:
https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSdsVcwhZKrdTzb5RXNYV_DwFY{CfeJ8SvrusiiM

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

viveros de produccion 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 omo a la valoracion directa, indirecta e intrinseca del bosque de pino y la aceptacion del
uso del control biol6gico como alternativa a los plaguicidas en el sitio de estudio. Finalmente, los
resultados obtenidos de la aplicacion de estaiestae analiaron para comprender la importancia

y el valor social que tiene el bosque de pino de la Sierra Norte de Rughiges de la opinion de

los actores clave [Alvarado y Garcia, 2008].
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X. RESULTADOS Y DISCUSION

X.1 Muestreo

Se realizé el muestreo de aciculassuelos en los municipios de Aquixtla, Chignahuapan,

Ocotepec, Tetela de Ocampo, Zacatlan y Zautla, ubicadosSeerta Norte del estado de Puebla
(FiguralO0).

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, Chignatapan, Ocotepec, Tetela de Ocampo, Zacatlany Zautla). A cada muestra
se le asignd una clave para tener un manejo adecuado y su identificacion posterior, asi como
también se tomoO su georreferencia para la ubicacion del problema (EijyreCuadro 6).
Poseriormente, las muestras de acicula y suelo se utilizaron para el aislamiento de organismos

fungicos asociados a la defoliacién y bacterias con capacidad biocontroladora.
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Cuadro 6. Muestras de suelo y acicula procedentels @erraNorte de Puebla

No. Clave Sustrato Localidad Coordenada N Coordenada W
1 M1CgS Suelo Chignahuapan f 1 T 1 1
2 M>CcS Suelo Chichicaxtla f 1 T 1 1
3 M3HS Suelo Huauchinango f 1 i fu 1
4 M4PS Suelo Pueblo Nuevo f 1 T f 1
5 MsES Suelo Eloxochitlan f 1 T 9 1
6 MesZaSA Suelo y acicule Zacatlan f 1 i f 1 1
7 M7AA Acicula Aquixtla f 1 1 f 1 1
8 MsTSA Suelo y acicule Tetela de Ocampo f 1 i f 1 1
9 MoZUA Acicula Zautla f 1 i f 1 1
10 M100A Acicula Ocotepec f 1 i f 1 1

Mx= nimero de muestra, S= suelo, &cicula, 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 analisis microbioldgico realizado a las muestras de suelo forestal a partir del conteo de bacterias
en placa con medio dailtivo permitid determinar el nimero 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
pasteurizacion y se resembraron en agar nutritivo para que cada coloniaafpronadiera de un

solo microorganismo [Sanchetral, 2017] (Figura 2).

49



Figura 12. Soluciones diluidas de suelo asociado a pino

En el Cuadro 7, se observa el nimero de bacterias presentes en cada asiiestreo del conteo

de UFC.¢" suelo posterior a la pasteurizacion y el niUmero de bacterias que presenté la capacidad
de solubilizar quitina y producir sider6foros. Se observé que la muestra MAMPS perteneciente a la
localidad de Pueblo Nueypresenté emayor contenido de bacterias por gramo de suelo con
243x10 UFC.g%, seguida de la muestra MSMES de la localidad Eloxochitlan con 58M80.g

! la cual también ostenta la mayor cantidad de UE@egbacterias esporuladas con 23x10

Cuadro 7. Poblacion de bacterias presentes en los suelos forestales

Clave Localidad Bacterias

Totales Esporuladas Aisladas Quitinoliticas  Productoras
sider6foros

(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 Tetelade Ocamp 27 11 9 7 9

*UFC.g* suelo.
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Las bacterias esporuladas obtenidas dpasteurizaciérse depuraron por repetitividad y se
seleccionaron 27 cepas para caracterizar su capacidad de control de crecimiento fingico. A las
bacterias seleccionadas de cada muestra se les evalué la capacidad de producir la enzima quitinas:
y se observo que el sugloocedente de Tetela de Ocampo presentd la mayor poblacion bacteriana
capaz de degradar quitina con 7XLFC.g . También se les valoré la capacidad de producir
sideréforos y se encontré que todas las cepas son capaces de limitar el contenido aeptéeac e

Petri. Se ha demostrado que bacterias aisladas de la rizosfera tienen la capacidad de controlar el
crecimiento de hongos fitopatégenos mediante la limitacidon de hierro rizosféricet[xly015].

También, algunas bacterias de los génesesidononas, Bacilluyg Burkholderiapueden controlar
patégenos por otros mecanismos como la competencia por espacio o nutrientes, induccién de la
respuesta sistémica, produccion de metabolitos secundarios como enzimas que degradan la parec
celular de los hongaosla produccién de sider6foroBZziyyaniet al, 2004; Bhattacharyya y Jha,

2012; Méarqueet al., 2020].

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 identificaronBacrims Gram positivos mediante

la técnica de tincion de Gram. Ademas, se caracterizaron bioquimicarparie @l comparativo

de los resultados obtenidos en los sistemas miniaturizados API 50 CHB y API 20 E con la base de
datos de Biomerieux (Figur&)L Los kits miniaturizados, como los API 50CHB y API 20 E ayudan

a determinar la fisiologia de las backsride manera facil y rapida, ademas de que tienen una
elevada precision [Sosat al, 2011]. La interpretacion del perfil bioquimico de las 27 cepas
mediante APIWEBFde Biomerieux nos permitio observar que el 93% de las bacterias aisladas de
la rizosfera @ los pinos pertenecen al génBarxillusde las especie8. cereug14),B. mycoides

(9), B. firmus (1), Bacillus no reactivo (1),Brevibacillus no reactivo (1) yGeobacillus
thermoglucosidasiugl). Sin embargo, fue necesario complementar con biologiecoiar para

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

Cuadro 8. Identificacion bioquimica de bacteriasladas 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
Bacilluscereus 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 buenadentificacién 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 Excelentadentificacion en el género 91.5
Bacillus cereus M8T4 Muy buena identificacion en el género 58.7
Bacillus cereus M8T5 Muy buena identificacion en el género 81.7
Bacillus firmus M4PN1 Dudoso 59.2
Bacillus mycoides M3H2 Excelentadentificacion 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 M6MZ2 Buena identificacién en el género 82.9
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Cuadro 8. Continuacion

Bacillus mycoides M8T3 Identificacion 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
Bacillusmycoides M8T8 Excelentadentificacion en el género 49.7
Bacillus mycoides M8T9 Muy buena identificacion en el género 68.5
Bacillusno reactivo M2CC3 Dudoso 60.0
Brevibacillusno reactivo M2CC2 Baja discriminacion 80.4
Geobacillus thermoglucosidasius M1CG2 Buenaidentificacién 90.3

La identificacién bioquimica se realizé comparando los perfiles metabélicos obtenidos en las pruebas rapidas de idek@fisacHiB y 20E
de cada bacterizon lecturas efAPIWEB Ebiomerieux.

En el andlisis de produccién dmzimas quitinasas se observdé que el 74% de las cepas
seleccionadas degradan la quitina en medio minimo enriquecido (Fijuriacluidas las que
tienen una forma de crecimiento rizoide, a las cuales se les clasificé cualitativamente como
productoras (Cudro 9).

Figura 14. Bacterias sembradas en medio minimo enriquecido con quitina
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La cepa ddacillus mycoide$M3H1) obtenida de suelo forestal de Huauchinango, destacé con la
mayor capacidad para degradar la quitina con un 64.44+9.18% de eficiencia productiva; seguida
de las cepas dgacillus cereugM6MZ4), Bacillus mycoideéVI3H3) y Bacillus mycoide§M8T9),
endémicas de Zacatlan, Huauchinango y Tetela de Ocampo respectivamente. Diversas cepas del
géneroBacillusse han reportado como efectivas controladoras de patdégenos fungicos en plantas,
al colaborar en la promocion de su crecimiento, inducir su respuesémisa, producir
antimicrobianog(lipopéptidos, antibidticos y enzimas) y competir por factores de crecimiento
(espacio y nutrientes) contra los fitopatdgenos [Ska#l, 2017]. Asimismo, ska observado que
quitinasas producidas por bacterias puddérolizar la quitina contenida en la pared celular de los
hongos, que representa hasta el 20% de su composicion [€aaty®?011]. Por esto, las cepas
bacterianas con capacidad productora de quitinasas sapcida viableen el control biolégico
defitopatdgenos flngicos y constituyen una alternativa para su control poblacional. Por ejemplo,
se ha demostrado que las quitinasas producidaB.psubtilisson capaces de inhibir al hongo
Rhizoctonia solaniasi como también, se han caracterizado @stia deB. thuringiensiscon
potencial biocontrolador deenicillium glaucurny Sclerotinia fuckeliarya que pueden inhibir la

germinacion de sus esporas [leual, 2010; Yaret al, 2011].

Cuadro 9. Produccion de quitinasas y siderdforos de las bacterias aisladas desmstéd

Especie Cepa Eficiencia productiva de Eficiencia productiva

(Identificacién bioquimica) quitinasas de sideroforos
(%) (%)
Bacillus cereus M1CG1 11.90+1.71 10.90+1.7
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 31.5+2.24
Bacillus cereus M5EL1 14.81%6.41 11.614.64
Bacillus cereus M5EL3 00.00+0.00 57.41+6.93
Bacillus cereus M6MZ1* Produce Produce
Bacillus cereus M6MZ3 26.192.06 33.33:11.78
Bacillus cereus M6MZ4 33.33+0.00 20.453.21
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:t2.34
Bacillus cereus M8T5 11.5#0.80 13.88:1.96
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Cuadro 9. Continuacion

Bacillus firmus M4PN1 00.04t0.00 41.66:6.80
Bacillus mycoides M3H2 21.215.25 20.3A#6.54
Bacillus mycoids MAPN3* Produce Produce

Bacillus mycoides M5EL2 14.2+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 00.0Gt0.00 15.8+1.12
Bacillus mycoides M8T7* Produce Produce

Bacillusmycoides M8T8* Produce Produce

Bacillus mycoides M8T9 26.06:6.82 20.3%6.54
Bacillusno reactivo M2CC3 00.00£0.00 00.00£0.00
Brevibacillusno reactiw M2CC2 32.19+2.40 24.07+4.28
Geobacillusthermoglucosidasius M1CG2 00.00£0.00 00.00+0.00

*Cepa decrecimiento rizoide

Los sideréforos son compuestos producidos por bacterias de gran interés debido al potencial que
tienen para el control biolégico al secuestrar el hierro y reducir su disponibilidad hacia los
fitopatdgenosasi como activar la resistga sistémica y promover el crecimiento de las plantas
[AguadoSantacruet al, 2012]. Se encontrd que todas las cepas ensayadas presentan la capacidad
de captar hierro a partir de la produccién de sideroforos (Figlrad bacteria que tiene la mayor
capacidad para la produccién de estos compuesBecdhis mycoide@M3H3), con una eficiencia
superior al 83%. Seguida de las cepasillus simpleXM5EL3) 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
sideréforos producidos por bacterias coRseudomonas fluoseensson capaces de inhibir el
crecimiento de hongos patdgenos de plantas €whetotrichum lindemuthianum, Colletotrichum
gloesporioides y Phytophthora cinnamomi,al limitar funciones celulares como Ila
respiracionOrozceMosquedaet al, 2010; Santoyeet al, 2010]. También se ha asociado la
produccion de sideroforos como un mecanismo de control biologico de cepaithes que

permite la limitacion del hierro rizosférico, el cual es un nutriente fundamental para la vida de los

organismos [Yiet al, 2011].
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Figura 15. Produccién de sideréforos de bacterias del géRaoilus

Con base en los resultados obtenidos en el analisis de produccion de la enzima quitinasa y
sideréforos de las cepas aisladas de suelo forestal, se seleccionaron las 16 bacterias mas eficiente
para ser probadas como controladoras del crecimiento fungiquaea contra tres hongos
observados como compartidos entre las espdeiegs patula Pinus montezumag Pinus
pseudostrobusPara ello, las bacterias fueron sembradas en placa Petri de forma radial y el hongo
reto en el centro, como se observa en eltagarb) de la figura@

Figura 16. Control bioldgico en placa cdBacillus sp. a) HongdVlyrmaecium rubricosury b)

Bacillus firmus(M4PN1) contra hongMyrmaecium rubricosum
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Se evalud el control biolégico 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 encontré que las cepas ensayadas tienen buena capacalaontrolar el desarrollo del hongo
Myrmaecium rubricosural disminuir su crecimiento desde el 83.64% hasta el 97.53% respecto al
control. Ademas, el desarrollo del hor@orvularia coatesiadue reducido del 28% al 76% y del
hongoClonostachys roselaasta un 55% (Figura/L
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Figura 17. Inhibicion in vitro del crecimiento micelial de. coatesiae, M. rubricosuynC. rosea

También se encontré que las cepasbacillus simplexM2CC2),Bacillus thuringiensi$M4PN3)

y Bacillus simplexM5EL3), limitaron en mayor medid&l crecimiento del hongQurvularia
coatesiadajo condicione vitro. Asi como la cepBacillus thuringiensi§gM4PN3) fue la mayor
controladora del hongGlonostachys roseaeguida de lasdsteriasBacillus cereugM4PN2) y
Bacillus cereugM6MZ4) (Figura B). Estos resultados evidencian la efectividad del control
bioldgico de hongos fitopatdgenos de pino en condicionesro a partir del uso de bacterias de
origen forestal del génerBadllus. Asimismo, otras cepas productoras de sideroforos como

Pseudomonas fluorescese han reportado como biocontroladoras de patégenos fungicus,
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ya que disminuyen en valores superiores al 70% el desarrollo de patégendSatiatadrichum
lindemuthianum, Colletotrichum gloesporioidgsPhytophthora cinnamonen cajas Petri con
medio solido ProzceMosquedeet al, 2010]. Ademas, algunas bacterias aisladas de la rizosfera
de las plantas pertenecientes al géBarcillusse han descrito como prodaras de sideréforos y
enzimas liticas; con capacidad para inhibir el crecimiento en placa de los Rasgdam solani,
Fusarium oxysporum, Fusarium moniliformeAlternaria alternataen porcentajes superiores al
50% [Govinet al,, 2019].
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Figura 18. Antagonismo en placa d& coatesiae, M. rubricosugnC. rosea

Posteriormente, se realizaron pruebas de compatibilidad en placa entre las seis bacterias con mayot
capacidad antagonica en los ensayos de laborafeeiibacillus simplex(M2CC?2), Bacillus
thuringiensigM4PN3),Bacillus mycoideéM3H1 y M3H3),Bacillus simpleXM5EL3) y Bacillus
cereugM6MZ4) (Figura B). Se observo que las seis cepas seleccionadas no producen metabolitos

secundarios que puedan limitaristeraccion. Por lo que, fueron utilizadas como un consorcio
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bacteriano para el control biolégico de hongos asociados a la defoliaciimwespp. bajo

condiciones de camara humeda, 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 sideréforos y el control biolégico en placa contra hongos patdgenos, se
seleccionaron labacterias Gram positivas que presentaron la mayor capacidad antagonica para
identificarles por el gen 16S ARNr com@eribacillus simpleXM2CC2), Bacillus thuringiensis
(M4PN3), Bacillus mycoide§fM3H1 y M3H3), Bacillus simplextM5EL3) y Bacillus cereus
(M6MZz4) (Cuadro 10). Las cepas forestales se clasificaron molecularmente como
correspondientes a los géneiacillus y Peribacillus Se ha observado que bacterias de estos
géneros tienen una alta resistencia a la temperatura y a productos quimicosapacklad para
formar endosporasdemas de conferirles una vida util de enine a tresafios como producto
biolégico [Kumaret al, 2012]. Diversas especies del gén8arillus han demostrado tener
actividad antagonica contra microorganismos fitopatogeeosultivos agricolas como el maiz,
arroz y frutales [Liet al, 2015; Wanget al, 2014]. Los principales mecanismos por los cuales
bacterias de este género tienen capacidad biocontroladora de patdgenos son: la produccion de
antibioticos, sideréforos, emas liticas, toxinas y la induccion de la respuesta sistémica de la
planta [Laytoret al, 2011, Samanieg@amezet al, 2017]. TambiénBacillus subtilises una de
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las bacterias mas usadas como agente de control biolégico, ya que ha demostradodsul capaci

como biocontroladoran vitro e in vivo de hongos comé&usarium sambucinuran semillas y

plantulas dePinus elliottii, al reducir la accién nociva del patdgeno. Asimisiacillus spp.

pueden colaborar como promotores del crecimiento vegetal enahieicto de la longitud de las

plantulas, la masa verde y las variables de masa seca [isaie2014].

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

Clave Identificacion bioquimica Identificacién genética

(% de similitud) (% de similitud)
M2CC2 Brevibacillusno reactiv (80.4) Peribacillus simplex99.85)
M3H1 Bacillus cereug95.5) Bacillusmycoideg100.00)
M3H3 Bacillus cereug63.5) Bacillus mycoide$100.00)
M4PN3 Bacillus mycoide$48.9) Bacillusthuringienss (100.00)
M5EL3 Bacillus cereug80.0) Bacillus simplex99.88)
M6MZ4 Bacillus cereug99.6) Bacillus cereug99.27)

La identificacion bioquimica se realizé comparando los perfiles metabolicos obtenidos en los APIs 50CHB y 20E de laebéetesise de datos

de biomerieuxPara la identificacion genética se compararon las secuencias de las cepas en el bancoddeNfeBeg se selecciond la que

present@in mayor porcentaje de similitud.

B. cereugcepa M6MZ4) es una bacteria Gram positiva con forma de baston, aerébica o anaerdbica

facultativa, mévil y formadora de esporas, con una distribucion muy variada erbieintam

[Bottone, 2010]. Se describe como un patégeno humano volatil por relacionarse con la intoxicacion

alimentaria y ha sido asociada al control biolégico en el sector agricola por ser una bacteria

quitinolitica con la capacidad de control de patdgemwsoclos hongos del géneRotrytis y
Cercospora arachidicolfHuanget al, 2005; KokalisBurelleet al, 1992; Kotirantat al, 2000].

B. thuringiensigfM4PN3) es un bacilo Gram positivo cosmopolita que habita el suelo, es aerobio

facultativo y esporulaal [PortelaDussanet 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 [Addra), 2014; Bravoet 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 [Alnetmlg 2016]. Esta especie bacteriana

es productora de quitinasa, cualidad que le hace tener un potencial para el control biolégico de
hongos [Sanchez y Barboza, 201B].mycoidegM3H1 y M3H3), es un bacilo Gram positivo en

forma de baston y formador dsperas. Se ha descrito como un agente no patdégeno que coloniza
la filosfera con la capacidad de inducir la resistencia sistégacgue fomentéa actividad de las
enzimas T X L W L-@Q,Bglubanasa y peroxidasa, relacionadas con la patogénesis [Bagtahus

2002]. Esta bacteria ha demostrado su capacidad como controlad8racidereaen cultivos
agricolas debido a la secrecién de compuestos inhibidores volétiles y no volatiles, asi como puede
colaborar en la activacidon de los sistemas de defehdaiélgped [Guetskegt al, 2007]. También

ha demostrado ser un agente de biocontrol efectivo para hongos que provocan enfermedades en
raices como el frijol [Ghazadt al, 2013]. También, se identific6 genéticamente a la bacteria
Peribacillus simpleXcepa M2CC2) como controladora del desarrollo fungico. Las especies de
Peribacillus estaban originalmente clasificadas en el géBaxcillusy han sido recientemente
reclasificadas. El géneferibacilluscomprende 17 especies Grpwsitivas aisladas deversos

nichos ecoldgicos como el suelo y las planssn 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 coRwribacillus castrilensisrelaconadas a la promocién del
crecimiento vegetal y control bioldgico debido a su capacidad de producir compuestos inhibidores
como lipopéptidos antifingicos y lograr la limitacion del desarrollo de patégenostasotani

y E. amylovorgRodriguezet al, 2Q0]. Otra cepa identificada con capacidad biocontroladora fue
Bacillus simpleXM5EL3); especie que se ha utilizado para controlar la pudricién de la raiz del
comino negro Nigella sativg causada poFusarium camptocera@PHYF1) en condiciones de
invernacero y de campo, reduciendo la afectacion por el hongo hasta en un 6@¥ajAtt al.,

2019]. También, se realizé un arbol filogenético de las especies identificadas genéticamente para
observar si existen relaciones entre las especies identificadas ecidadmntagonica 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 Juk€antor con valores de bootstrap de 1000 réplicas con el programa

Mega X (Molecular Evolutionarenetics Analysis) (Figur20).
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Figura 20. Arbol filogenético de bacteriatagonistas de hongassladas de la rizosfera Bénus

spp. basado en la distancia de Neighfmning (NJ) La barra de escala indica el numero de
sustituciones de base por sitio. Se muestramdlises de Bootstrapodos, asi como las especies

de las bacterias y los niumeros entre paréntesis indica los nimeros de acceso de las secuencias d
ADNr en GenBank. * Bacterias antagonistas de hongos asstidauelo forestal.

Ademas, se realiz6 la evaluacion de capacidad hemolitica de las seis bacterias seleccionadas comc
un factor que indica patogenicidad, sembrandolas en agar gelosa sangr@idtiragar sangre

es unmedio enriquecido para el aisigento y crecimiento de microorganismos exigentes y para la
combinacion de reacciones hemoliticas. Se observé la produccién de halos hemoliticos alrededor
de las colonias bacterianas. Las bacterias que producen estas enzimas presentan un halo
transparentalrededor de las colonias a consecuencia de la lisis de los hematies [duatay

1999]. Existen diversas bacterias que pueden producir hemolisinasStptococcus salivaris,
Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoiseudomonas

aeruginosgNavarroNavarroet al, 2011; Palavecino, 2004].
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Figura 21. Bacterias antagonicas de hongos en agar gelosa sangre

Esta técnica permiti6 encontrar gtries cepas antagonistas identificadas coBiocereusy B.
mycoideq2) producen hemdlisita especidB. cereues genéticamente diversa, se encuentra en
distintos nichos en el ambiente y puede contaminar los alimentos afectando a la salud de humanos
[Sanchezet al, 2016]. Por su partd3. mycoideses una especie omnipresente en el suelo y la
rizosfera, con actidad benéfica para el desarrollo de las plantas y el biocontrol de patdégenos,
productora de esporas y capaz de crecer hemoliticamente en placas de agar sangre [Kurniawan y
Chuang, 2021]. AdemaB, mycoidessi bien no se considera una especie patégenaudshno,

se ha reportado como causante de infeccion en el torrente sanguine@{ldeig019]. A partir

de los resultados encontrados en esta evaluacion, se excluyeron a las cepas identificaBlas como
cereusy B. mycoidesle los ensayos de validaciém 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 (Figurd).2Se aishron un total de 43 hongos a partir de las lesiones

encontradas en las aciculas: 8&denontezumae5 deP. patulay 10 deP. pseudostrobus

Figura 22. Aislamiento de hongos asociadoRiausspp. en agar papa dextrosa

Se observé que existéreshongos fitopatdgenos compartidos entre las especies de pino; dos de
ellos, identificados comdCurvularia coatesiaey Myrmaecium rubricosumse encontraron
presentes en aciculas Eepatulay P. montezumaeademas de que el honG@tonostachysosea

se identific6 como relacionado con la defoliacioriPdenontezumag P. pseudostrobual aislarse

de hojas de pino afectadas (Figuy. 2
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Figura 23. Hongos en comun entre las espeéiemontezumae, P. patwaP. pseudostrobus

Una vez obtenidos cultivos axénicos, se obsenraiti@scopio sus estructuras reproductivas para

clasificarlos fenotipicamente, empleando la técnica de microcultivo en caja Petri (Higura 2

Figura 24. Estructura reproductiva despergillussp. observada en microscopio opti€x4
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Al mismo tiempo, se seleccionaron lmgsevehongos que mas afectan a las espdigmtula, P.
montezumae y P. pseudostrofpera ser identificados molecularmente mediante la amplificacién

y secuenciacion de las regiones intergénicas ITS1 e ITS2¢RiGu

-

P - ™ -

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 hofgpergillus flavus, Chaetomium
globosum, Clonostachys rosea, Coprinellus diseminatus, Curvularia coatesiae, Hwpoxylo
texenseMyrmaecium rubricosum, Paecilomyces formosus, Sordaria fimjco&aril 20: Testigo
negativo

La identificacion molecular mostré que los hongos seleccionados con mayor representatividad
pertenecen a diferentes géneros fungicos (Cuadro 11)origjohcon clave M3MZPP (3) se
identific6 comoSordaria fimicola,una especie microscopica de distribucion cosmopolita que se
encuentra comdnmente en las heces de los animales herbivoros. TanHiémcolase ha
encontrado como biocontroladora de hongtspatdgenosn vitro, inhibiendo en porcentajes
superiores al 50% el crecimiento micelial Bestalotiopsis guepinii, Colletotrichum capsici,
Curvularia lunatg Alternaria alternatay Fusarium oxysporurfdeamijittet al, 2007]. Asimismo,

se identificé oto hongo coma\spergillus flavusyn sapéfito del suelo y patdégeno oportunista de
humanos y plantas. Este hongo causa intoxicacion alimentaria y también produce metabolitos
secundarios toxicos y cancerigenos conocidos como aflatoxinas [Majetadia018]. También,
Clonostachys rosese encontré relacionado a la pérdida folzsta especie fungica se ha descrito
como importante biocontroladora de hongos de plantas por producir enzimas quitinasas y
glucanasgsasi como también produce metabolitos sectiosiaomo péptidos e induce la respuesta

sistémica de las plantas [Robastial, 2008; Rodrigueet al, 2011]. Ademas, se ha observado a
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Clonostachys roseeomo un hongo presente en lesiones necroticas en aciclasideoulteriy

P. ponderosdlvanovaet al, 2017]. Se identifid también aHypoxylon texensgue es uno de los
géneros mas grandes Hglarialesy comprende mas de 200 especies. Este gé&seemcuentra
principalmente asociado con arboles de angiospermas como saprofitos y endofitos con presencia

en todos los ecosistemas forestales del mundo [Pourmoghatidhn2020].

Cuadro 11. Identidad de los hongos asociadd3irusspp. de la SierrdNorte de Puebla.

Clave Especie Similitud Numero de Morfologia Morfologia
(%) acceso macroscopica microscopica
M3MZPP (3)  Sordaria fimicola 100.00 0OQ975675 ; \ 7 :

- T / 7
| )

( |

» /|

M5PPYPPS  Aspergillus flavus 100.00 0OQ975446

M3PPYPPS Clonostachys rosea 99.81 0Q975449

M14PPS Hypoxylon texense 100.00 0Q975509




Cuadro 11.Continuacion

M16PPYPPS Paecilomyces formosus 99.85 0Q975451

M27PPYPPS  Curvularia coatesiae 99.83 0Q975457

OM1PSYPM  Myrmaecium rubricosun 100.00 0Q975458

M6PPYPPS  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 flngicas Rislasiap.de= el banco de
genes de NCBI
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Igualmentese hall6 relacionado a la pérdida de aciculaBieasspp. al hongd. formosusgue

es un patdégeno de plantas que se ha identificado en el sector forestal como el agente causal de |
muerte regresiva del roble, provocando el amarillamiento de las hojas y la muerte de ramas y tallos
[Sabernasabt al, 2019]. A la par, otro microorganisngue se identificé corresponde al género
Curvularia, el cual esta compuesto por saproéfitos cosmopolitas que incluyen especies patdégenas
de plantas, animales y humanos [Mdfelix et al, 2020]. Particularmente, la espedie
coatesiaese ha descrito coma agente causal del tizén de las plantas de arrozefLal, 2020].

Del mismo modoM. rubricosumtambién se encontré asociado a la defoliacion en pinos. Los
miembros del génerblyrmaeciumtienen una distribucion mundial y son saproéfitos que afectan
amoles coniferos y de hoja ancha que se encuentran inmunocomprometidos [didits2A15].
Ademas, M. rubricosum se ha reportado como patdégeno de plantas de agave al causar
marchitamiento, manchas y clorosis [Campidgero et al, 2019]. Asimismo, se identifico al

hongo Coprinellus disseminatugjue corresponde a la famili@sathyrellaceage especie que
desarrolla cugos fructiferos acampanados y son comunmente saprofitos [Menéndez, 2006]. De
la misma manera, se ha demostrado Gualisseminatuguede proporcionar nutrientes para
promover la germinacion de semillas y el desarrollo de plantul@s dependiculatgdGaoet al.,

2022]. AdemasC. disseminatuges considerado como una fuente alternativa de compuestos
ELROYJLFDPHQWH D rt\aL Y2B1]. €.1dghbld3iNriesy wnithongo reportado como
biocontrolador del nematodo del quiste de la p&lakiodera rostochiesis), que es una de las
plagas de&solanum tuberosum de mayor importancia econémica a nivel mundial [Baetval.,

2023]. También se ha reportado como un hongo endéfito de plantas medicinales con la capacidad
de producir compuestos bioactivos naturglesn potencial uso en la industria, representando un
recurso importante que tiene aplicaciones biotecnolégicas en la agricultura, la industria y la
medicina [Lateet al, 2020]. Ademas, se realizd un arbol filogenético de las especies identificadas
genétcamente, utilizando el método neighbor joining (NJ) y el modelo de evolucionGakésr

con valores de bootstrap de 1000 réplicas usando el programa Mega X (Molecular Evolutionary

Genetics Analysis) (Figuretg
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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 defoliacidRiensspp. de la Sierra Norte

de Puebla basado en la distancia de Neigjddoing (NJ). La barra de escala indica el nimero de
sustituciones de base por sitio. Se muestran los valores de Bogist@aa los nodos, asi como

las especies de los hongos y los numeros entre paréntesis indica los niumeros de acceso de la:
secuencias de ADNr 16S en GenBank. * Hongos aislados de la Sierra Norte de Puebla
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X.4 Patogenicidad y control biologico en condi@srde camara humeda

En los ensayos de patogenicidad se observé que las aciculas de pino con mayor susceptibilidad a
los tres hongos representativos fueron lafPdeatulg ya que mostraron desarrollo micelial
considerable respecto al testigo y un procesenfermedad avanzada adatedias de infeccion.
Asimismo, se alcanz6 un porcentaje de infeccion del 50% respecto a la aplicacion déVlhongo
rubricosumy del 75% respecto a los hongGs coatesiagy C. rosea.También se encontré la
formacién de abndantes puntos negradebido a la presencia de los hon@ghscoatesiagy M.
rubricosum asi como de color blanco ocasionados por la infeccion con el kbngeeaCuadro

12).

Cuadro 12. Ensayos de patogenicidad en cAmara humeda

Pino/Hongo C. coatesiae M. rubricosum Clonostachyg rosea

Pinus patula

Pinus

montezumae

Pinus

pseudostrobus

En el cuadro se observa la afectacion causiatiadias posterioresainfeccion de los hongds. coatesiae, M. rubricosuynC. roseaa lasaciculas
deP. patula, P. montezumgeP. pseudostrobus
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Las aciculas de la esped?®e montezumaenostraron susceptibilidad a la presencia detres

hongos seleccionados en diferente proporcién, encontrando mayor vulnerabilidad a la presencia
del hongaC. roseacon un porcentaje de superficie afectada del 50% y de los hGngoatesiae

y M. rubricosumcon porcentajes del 25%. Se observo la presencia de abundantes puntos blancos
en las aciculas d@. montezumapor la infeccion con el hongBlonostachys rosew de algunos

puntos negros por el hong®. coatesiaey M. rubricosum Las aciculas de la mscie P.
pseudostrobupresentaron la mayor resistencia a la infeccion potréshongos seleccionados,
mostrando un bajo desarrollo de la enfermedad en porcentajes de hasta 10% para IdS.hongos
coatesiaey M. rubricosum asi como de 25% para el hongorosea.También, se encontraron
algunos puntos de color blanco en las aciculds geeudostrobugebido a la presencia del hongo

C. roseay de color negro para los hongBscoatesiag/ M. rubricosum

Simultdneamente, se realizaron los ensayos deottidgico con las bacterias seleccionadas de
suelo forestal. Después detedias de tratamient@e observo que la inoculaciéon con la mezcla
bacterianaR. simplex, B. thuringiensis, B. mycoid2} B. simplex B. cereu¥ brind6 un efecto
protectoral desarrollo de hongos en el tejido de las aciculas. La aplicacidon del consorcio inhibio el
desarrollo de micelio en las hojas de los pinos bajo condiciones de humedad y la afectacion a la
superficie de las aciculas fue menor al 10% (severidad). Lamifaren el crecimiento de los
hongos con y sin la presencia bacteriamms muestra que las cepas forestales seleccionadas
pueden limitar el desarrollo de los organismos fungicos en el tejido de las acicRlassipp.

bajo condiciones de humedad. Bs hojas d®inuspatulatratadas con bacteriase observé un
cambio de coloracion por necrosis foliar con afectacion de hasta 10% de la superficie de la hoja sin
desarrollo de micelio. Para las aciculag’denontezumaao se encontrd desarrollo de niice

cambios de coloracion ocasionados por la presencia de los agentes fungicos, pero si necrosis en g
superficie menor al 10%. Mientras que las hojas de la edpgeseudostrobyse vieron afectadas

en porcentajes menores al 10% por la accion dedogos (Cuadro 13).

72



Cuadro 13. Ensayos de control biolégico en camara himeda

Pino/Hongo | C. coatesiae M. rubricosum Clonostachysosea

Pinus patula

Pinus

montezumae

Pinus

pseudostrobus

En el cuadro sebserva lasaciculas dé. patula, P. montezumgeP. pseudostrobusatadas con bacterias aisladas de suelo forestal e infectadas
con hongos asociados a la defoliacion.
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X.5 Patogenicidad y control biolégico bajo condiciones de invernadero

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

6H UHDOL]DURQ YLVLWDV DO YLYHUR IRUHVWDO gidldxXHOD"
Zacatlan para la obtencion de plantas pequefias de pino y la aplicacion de la herramienta para el
analisis social. En este vivero se producen cerca de 500 000 plantas por afio de cinco especies de
pino diferentesP. patula, P. greggi, P. pseudostrahP. ayacahuitgy P. montezumag-igura

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 necesidadberduccién a lo largo del afio. Se
obtuvieron 150 arboles pequefios de las espeeigsatula, P. montezumaeP. pseudostrobus

para utilizarlos en las pruebas de patogenicidad y control biolégico bajo condiciones de
invernadero. Estos arboles de pinocetocaron en bolsas de plastico con sustrato forestal y se
mantuvieron en condiciones de invernadero para su uso en los ensayos de patogenicidad y

antagonisman vivo (Figura B).
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Figura 28. Plantas déinusspp. con diferentetratamientos

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 pequdPagpadela, P.
montezumag P. pseudostrobuse infectaron con los hongasslados en comun entre las tres
especies y se observaron las afectaciones causadas por estos durante nueve meses. Se detectd g
la infeccion de las plantas con los organismos fungicos llevo al desarrollo de enfermedad en las
plantas de pino, causandocetcimiento de micelio en las hojas de las plantas de pino, clorosis,

desecamiento y defoliacion (Figur@)2
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Figura 29. Crecimiento deC. roseaen las aciculas de. pseudostrobude invernadero

A los tres y nueve meses dglicados los tratamientos se evaluaron los parametros de incidencia y
severidad provocados por la presencia de los agentes furagt@®mo su biocontrol mediante
bacterias endémicas del sitio de estudio. Se encontrd que la infeccion con hongos ltgass mu
lesiones a las aciculas de los pinos, lo que ocasioné la pérdida foliar en las tres especies y en caso:

graves la muerte de las plantas.
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30

No. de lesiones por acicula

Control C. coatesiae Mezcla de M. Mezcla de C.rosea Mezclade
Bacillus vs C. rubricosum Bacillus vs M. Bacillus vs C.
coatesiae rubricosum rosea

Figura 30. Incidencia de la enfermedad Bnpatula Lesiones presentes por cadéata en los ensayos de
patogenicidad y biocontrol con la mezclaRkcillus (P. simplex, B. thuringiensis, B. mycoid@$, B. simplexy B.
cereu$ a los 3y 9 meses posteriores a la aplicacion de los tratamientos.

100
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B9 meses

Indice de severidad (%)

Control C. coatesiae Mezcla de M. Mezcla de C.rosea Mezclade
Bacillus vs C. rubricosum Bacillus vs M. Bacillus vs C.
coatesiae rubricosum rosea

Figura 31. indice de severidad de la enfermedadPerpatula indice de severidad de los ensayos de
patogenicidad y biocontrol con la mezcla de BacilRsgimplex, B. thuringiensis, B. mycoid@}, B. simplexy B.
cereu$ a los 3 y 9 mses posteriores a la aplicacion de los tratamientos.
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A los tres meses de tratamiento, la espBcipatulapresenté 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
hongoC. matesiae(Figura30y 31). Por su parte, la espedre pseudostrobusivo la mayor
incidencia por la afectacion de los hongbsrubricosumy C. roseacon 09.0+1.00 y 13.5£01.29
lesiones por acicula respectivamente (Figuta 3ambién, en el de indice de severidiad
especied’. patulay P. pseudostrobusiostraron el mayor porcentaje de superficie afectada con
48.00+0.55% por la presencia del hodorubricosum.Asi como la especiP. pseudsotrobus

tuvo la mayor area de dafio en las aciculas debido al iirrgeeacon un valor de 64+0.84%. En

la segunda evaluacion, a los nueve meses de tratapgerdgbservo el incremento de las lesiones

y la seveidad en todas las plantas. La esp&ipatulapresent6 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
coatesiae17.66+1.53 lesiones por acicula ddnrubricosumy 18+1.73 lesiones por acicula con
Clonostachys roseaAdemas, para el indice de severidad, la esgecpatulamostrd la mayor
afectacion por logreshongos, con valores de 92+12.36% para&oatesiag72+11.69% par¥.
rubricosumy 88+12.36% par&. 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 fangica ocasioné una mayor

afectaciora la especi®. patulg cuya susceptibilidad puede deberse a su fisiologia.
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Control C. coatesiae Mezcla de M. Mezcla de C. rosea Mezcla de
Bacillus vs C. rubricosum Bacillus vs M. Bacillus vs C.
coatesiae rubricosum rosea

Figura 32. Incidencia de la enfermedad Bn montezumae.esiones presentes por cada acicula en los
ensayos de patogenicidad y biocontrol con la mezcBaadlus (P. simplex, B. thuringiensis, B. mycoid&3, B.
simplexy B. cereu¥a los 3 y 9 meses posteriores a la aplicacion de los tratamientos.
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Figura 33. indice de severidad de la enfermedadPemontezumasdndice de severidad de los ensayos
de patogenicidad y biocontrol con la mezcl@deillus(P. simplex, B. thuringiensis, B. mycoid2y B. simplexy B.
cereus alos 3 y 9 meses posteriores a la aplicacién 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 egstatks en

se inocularon con las bacterias antagonistas seleccionBdasmplex, B. thuringiensis, B.
mycoideq2), B. simplexy B. cereuyy se infectaron con los hongos encontrados en cofin (
coatesiae, M. rubricosum C. rosed. Después daesy nuevemeses de tratamiento se realizoé la
evaluacion del control de la incidencia y severidad de la enfermedad causada por la presencia de
los hongos. En estas evaluaciones se encontrd que la afectacion producida por la presencia de los
hongos disminuye en las tres especies de pino al ser inoculados con bacterias con capacidad
antagonicaen comparacion a los tratamientos de patogenicidad. En ambas evaluaciones la especie
P. montezumamostré la menor incidencia y severidad de la enfdadeausada por la infecciéon

con los tres hongos (Figur2 8 33). A lostresmeses de tratamiento, el menor indice de severidad

de la enfermedad se encontré en los pinos de la espatientezumaen los tratamientos contra

la infeccion deC. coatesiaey M. rubricosum, con valores de 28+0.45 y 24+0.55 %
respectivamente. Para el control del hoG8goosea la especie que tuvo la menor severidadfue
pseudostrobuson un valor de 28+0.55 % (Figurg)3También, la especie que mostrd el menor
namero de Isiones por acicula debido a la presencia de los hong®s faentezumaepn valores

de 2.66+0.58 par@. coatesiag2.5+0.59 pardl. rubricosumy 2.75+0.82 par&. rosea.
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Figura 34. Incidencia de la enfermedad Bnpseudostrobusesiones presentes por cada acicula en los

ensayos de patogenicidad y biocontrol con la mezcBaadlus (P. simplex, B. thuringiensis, B. mycoid@, B.
simplexy B. cereu¥a los 3 y 9 meses postergra la aplicacion de los tratamientos.
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Figura 35. indice de severidad de la enfermedadepseudostrobugdice de severidad de los ensayos

de patogenicidad y biocontrol con la mezcldaeillus (P. simplex, B. thuringiesis, B. mycoide€), B. simplexy 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 lesionfs faentezumaeson 10.8+0.83
lesiones por la presencia @e coatesiag9.2+0.83 corM. rubricosumy 8.6+0.89 conC. rosea

Ademas, nuevamente la especie que mostré el mayor nimero de lesiones por cada acicula e indice
de severidad debido a la presencia de los hongd?. fpatula Para el parametro de severidad, la
especie que tuvo mayor beneficio poriecbntrol fueP. montezumaeon valores de 44+11.18%
contraC. coatesiag44+11.18% contrd. rubricosumy 56+20.91% contr&. rosea Asimismo,

la especid®. pseudostrobuse beneficié con la aplicacion de bacterias al disminuir la severidad de

la enfermeéad en porcentajes del 16 al 30%. Los resultados de control biologico en condiciones de
invernadero coinciden con los obtenidos en los ensayos de patogenicidad al mostrar que la especie
P. pseudostrobuss la mas resistente a la presencia de los homggstras quéa especid. patula

esla que presenta la mayor susceptibilidad a las enfermedades fungicas. En otras investigaciones
también se ha demostrado que el uso de bacterias aisladazdsféaade las plantas del género
Bacillus como B. subtilis B. megateriumy B. brevisson eficientes para el biocontrol del
desarrollo de hongos del génémasariumen plantas de romero bajo condiciones de invernadero,

ya que logran disminuir del 20 al 38% la severidad ocasionada por la enfeffidaggdg 2008;

Salehet al, 2021] Igualmente se ha encontrado dqesimplexes capaz de reducir la incidencia

de infeccidn por los hongdeterobasidion annosugnArmillaria melleg en porcentajes de 55%

y 46.9% en plantulas de invernaddedinus radiatd Mesanzaet al,, 2016]. Por otro lado, también

se ha probado qu& pumilusaislada dé>. massonianguede biocontrolar el 85% de la afectacion
causada pdBphaeropsis sapineanivelin vitro y 90% bajo condiciones de invernadero en plantas

de pino, debido & produccién de metabolitos secundarios que dafian al micelio y retrasan la
germinacion de esporas [Detial, 2021].

X.6 Evaluacion de control biolégico bajo condiciones naturales

Se valor6 el control biologico de organismos fangicos asociados adiadéin en un predio

forestal ubicado en Chignahuapan, PuebBlgprocedimiento se realizoediante la inoculaciode

arboles de la especie patulaafectadogor hongoscon tres tratamiento€ada tratamiento se

aplicd por aspersion con motobombas $galo el protocolo elaborado en esta investigacion

(Anexo XIII.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 ensayit® y que no presentaron
hemdlisisen agar gelosa sangie. (simplex, B. thuringiensisB. 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 controlagilicacion de sustancias. Se realiz6 la
validacion del control biolégico 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 caasla por los fitopatogenos (Figuré).3

Figura 36. Aplicacion de mezcla bacteriandapatula
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Figura 37. Aciculas deP. patulacon diferentes tratamientos

En las aciculas de las plantas de pino de&tamientos control y quimico se observo la presencia

de las afectaciones ocasionadas por los hongos en forma de amarillamiento y desecacion del tejido,
condicidon que posteriormente lleva a la defoliacibn en los arboles de pino. En cambio, el
tratamientocon bacterias colaboré en el control de la enfermedad al disminuir visiblemente la
presencia de los hongos (Figuig.3Asimismo, se encontrd que la aplicacion bacteriana beneficio

la salud de las plantas de pino al reducir el indice de severidad deestddrpor hongos en un

50% respecto al control (Figur&)3 Ademas, el control biolégico mostré el nimero 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 dsidnes por acicula superiorsiete sin diferencias

significativas entre ellos (Cuadro 14).

Cuadro 14. Parametros de sanidad en plantaPideis patulabajo condiciones de campo

Tratamiento indice deseveridad Incidenciade lesiones
Control 51.11+6.86 a 7.33£2.36 a
Quimico(2,4,5,6tetracloroisoftalonitril® 43.89+7.12 a 7.17£2.85 a
Bacillus P. simplex, B. thuringiensisB. simplex 25.12+1.17 b 1.17x0.73 b

Las medias estadisticas conRLVPD OHWUD SDUD OD PLVPD FROXPQD VRQ HVWDGtVWLFDPHQ
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Figura 38. indice de severidad e incidencia de lesiones a arbolesds patularatados

Los resultados obtenides los ensayos situdemuestran que el uso de bacterias endémicas del
bosque de la Sierra Norte de Puebla con capacidades antagonicas son una alternativa al manejo dt
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
biolégico es eficiente en el combate de enfermedades en ambientes naturales, por ejemplo, se ha
observado que aislados Be fluorescensk. billingiaey B. simplextienenefectos antagonicos
contraF. circinatumen arboles jovenes dR radiatay 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 % [ltwaiet al, 2017]. Ademas, también en arboledPdeadiata

la cepaB. simpleXS11R41, aislada de la rizosfera de plantas de pino ha demostrado ser antagonista
de los hongos de la pudricién de la raiz del pleterobasidion annosugnArmillaria mellea,bajo

condicionesn vitro y en arboles jovenes [Mesaraaal, 2019].
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X.7 Caracterizacion de la importancia social
X.7.1Mapeo de la cadena productiva

La cadena productiva del pino en la Sierra Norte de Puebla tiene una composicion simple con dos
tipos de produccion inicial, la primera de ellas es la produccién 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 incluyemescem comuan. Sin embargo, se

componen de rutas de produccion con etapas distintas (FRura 3

Figura 39. Mapeo de la cadena productiva del pileda Sierra Norte de Puebla
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La produccion en vivero es completamente dependamtia 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 plantacion, con lo que se incrementa la posibilidad de
adaptacion de lgdantas. Es una labor complicada por las caracteristicas de los arboles de pino, ya
gue se encuentran dispersos, con cosechas variables y poseen gran altura. Esta es una activida
clave en la multiplicacién de las especies de pino de la regién, puearzada 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 le

presencia de plagas y/o enfermedadeslas glprepararlas 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 infeccidén por patégenos. Se continda con la siembra de cada una de las
semillas en un sustrato nutritivo que beneficie su gerntinacicrecimiento 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 cm@einto de las plantas que sean complementados con los
fertilizantes; brindar el soporte fisico para la posicion 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 [Rodtiggena, 2010]. Una vez
germinadas se realizan riegos periodicos a las plantulas, cominmente aplicando la técnica de
aspersion, la cual requiere de una bomba, tuberias y aspersores o maktyagtasutilizada 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 espeleis condiciones climaticas del lugar [Quiebal, 2009].

Posteriormentese 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 contenidoynagritivo
necesario el suministro de los nutrientes minerales requeridos para el crecimiento normal de la
planta. Este proceso se realiza principalmente a través del suministro de fertilizantes solidos al
sustrato [Prietet al, 2009]. Ademas, en caso de grEsrse algun agente patdogeno 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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biolégicos para la pxencion de enfermedades como lo son las formulaciones a partir de hongos
del géneroTrichoderma los cuales colaboran en el desarrollo de la planta al promover su
crecimiento y brindarles proteccién contra patdégenos. En todas las actividades se involucra
personal dedicado a la produccion 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 Comisién Nacional Forestal para regular los pnoiegdos productivos y bidlogos

gue 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 plantslde 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 actia como intermediario, en el proceso se brindan los cuidadasasec

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 produccion se ven implicados
principalmente transportistas, vendedores y proveedoregs Estbs 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 us:
y manejo final. El pmmero de estos es el uso domeéstico, 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 obtencién de productos como Eyraderiulosa,

lo cual abre entonces nuevas cadenas productivas para la obtencion de productos terminados comc
lo son tablas y muebles. Y el tercero son los pinos destinados a reforestacion de parcelas, es decir,
las plantas de pino que son plantadasidase requiere un incremento en la densidad arboérea. 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 obtencidon de recursos
materiales y heeficios ecosistémicos como la generacion de oxigeno, la regulacién del clima y

mejora del paisaje.

La cadena de producciéon que sigue la ruta natural es muy simplificada, comprende Unicamente dos
actividades: la primera es el manejo cultural de los psefticestales 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

recolecciéon de seithas 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 principalmentede peeplicacion

de formulaciones quimicas de amplio espectro. Las plantas de pino obtenidas en esta produccion
tienen como uso principal la reforestacion, seguida del ap