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Resumen

La Sierra Norte de Puebla y sus bosques son de suma importancia en la economia
de los habitantes de municipios y localidades aledafas, ellos contribuyen en la
mejora de la calidad de vida local, regional y global. Se seleccionaron aciculas de
pino con sintomas de enfermedad de las especies Pinus patula y P.
pseudostrobus procedentes de la Sierra Norte de Puebla, México. El objetivo fue
estudiar los hongos asociados a las aciculas de las plantas de pino enfermas para
identificarlas y proponer una alternativa biotecnoldgica bacteriana para su control
en condiciones de laboratorio e invernadero. Se encontr6 que existen diferentes
hongos asociados a P. patula y P. pseudostrobus de los cuales Diplodia sp. es
uno de los hongos mas frecuentes e importante en la enfermedad de pinos de la
Sierra de Puebla. Ademas de que se pudo demostrar su inhibicion en medio de
cultivo por el 45% de las bacterias ensayadas. Los resultados sugieren el uso de
bacterias de bosque como mecanismo de control de las enfermedades fungicas en

Pinus sp.

Palabras clave

Hongos; Pinus patula; Pinus pseudostrobus.



1. INTRODUCCION

Los bosques son ecosistemas en los cuales se desarrolla un gran nimero de
interacciones entre la comunidad bidtica y abibticas en las que viven sus
elementos. (Teomitzi, 2014). Una de las interacciones de interés es la promocién
de sustancias antagonistas de algunos microorganismos, que podran controlar,
mediar enfermedades causadas por hongos, para que otorguen proteccién a la
planta, en este caso a Pinus patula y Pinus pseudostrobus. Es importante aislar e
identificar los hongos patégenos de aciculas infectadas de pino y realizar pruebas
de antagonismo in vitro con bacterias aisladas de suelo de pinos sanos,

previamente caracterizadas.

El uso excesivo de plaguicidas quimicos provoca resistencia en los fitopatégenos,
influencia negativa sobre el ambiente y la salud humana, por lo que se propone la
implantacion de estrategias de control con MICROORGANISMOS BENEFICOS,
como Trichoderma spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp. y otros agentes
promisorios. Bacillus thuringiensis es el insecticida biologico mas utilizado en el
mundo para controlar diversos insectos y organismos plaga que afectan la
agricultura, la actividad forestal y que transmiten patdégenos a humanos y

animales. (Carreras, B 2011).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importanciade los bosques

Los bosques, gestionados de forma sostenible contribuyen en gran medida a
disminuir la erosion local del suelo, asi como los sedimentos en las masas de
agua (humedales, estanques, lagos, arroyos y rios) y detienen o filtran los
contaminantes del agua en la hojarasca, lo que permite una disponibilidad regular
de agua superficial y subterranea de alta calidad. De los bosques se obtiene el
75% del agua dulce mundial, que es utilizada para satisfacer las necesidades
humanas como son: las domésticas, agricolas, industriales y ecoldgicas. A su vez,
las cuencas hidrolégicas arboladas son fuente primordial de agua potable para
alrededor de un tercio de las ciudades mas grandes del mundo, tales como
Bombay, Bogota y Nueva York (INEGI, 2016).

En Meéxico, los pinos tienen gran importancia ecoldgica, econdmica y social. A
menudo son el componente dominante de la vegetacion, influyen en los procesos
funcionales del ecosistema tales como los ciclos biogeoquimicos, hidrologicos, los
regimenes de fuego, son habitat y fuente de alimento para la fauna silvestre.
Tienen un alto valor economico, ya que son fuente de madera, lefia, pulpa,
resinas, semillas comestibles y otros productos, ademas, los pinos ofrecen
importantes servicios ambientales (agua, oxigeno, recreacion, captura de carbono)
e influyen en el clima regional (Garcia y Gonzalez, 2003; Ramirez-Herrera et al.,
2005). Estudios sobre vegetacion estiman que el pais cuenta con 33.5 millones de
hectareas de bosques, 32.11 millones de hectareas de selvas, 58.08 millones de
hectareas de zonas aridas y semiaridas, 2.58 millones de hectareas de vegetacion
hidrofila, 6.95 millones de hectareas de vegetacion inducida y 12.38 millones de
hectareas de pastizales (INEGI 2005). El 80% de los ecosistemas forestales
concentran gran parte de la biodiversidad y es de propiedad ejidal y comunal. Los
habitantes de estas zonas son en consecuencia, los duefios de una importante
rigueza biologica. De esta superficie, aquellas zonas que ocupan los pueblos
indigenas tienen una cubierta de vegetacion primaria y secundaria de 18 millones

de hectareas (75%); el resto son areas de pastizales (11.3%) y tierras de uso
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agricola (11.9%), las que se alberga una parte importante de la agrobiodiversidad
mesoamericana, los cuerpos de agua y zonas urbanas cubren el resto de la
superficie del pais (1.8%) (CONABIO, 2006).

La participacion del sector forestal en el Producto Interno Bruto (PIB) fue de 1.3%
en 1987 y de 0.5% en 1996. En 1999, el valor de la produccién forestal fue del
orden de 17 mil millones de pesos y su participacién en el PIB, fue de 1.2%
(PEFM-2001). Segun el Inventario Nacional Forestal Periodico, de la superficie
total de bosques con que cuenta el pais, 21.6 millones de ha tiene potencial
comercial. De esta superficie, sélo se aprovechan actualmente 8.6 millones de
hectareas, de esta superficie potencial al manejo producirian alrededor de 30
millones de m® de madera, de los cuales 38% podria provenir de coniferas, 32%
de especies tropicales y 30% de encinos y otros arboles latifoliados (PEFM-2001).

Se reconoce que México presenta una degradacion ambiental de gran magnitud,
ya que existen importantes factores antropogénicos como los cambios de uso de
suelo, el sobrepastoreo, el avance de la mancha urbana y los incendios forestales
gue, aunados a las plagas y enfermedades, afectan la salud forestal en los
ambientes naturales. Por ejemplo, en bosques de coniferas, se encuentran
infecciones en el fuste que causan pudriciones de duramen. El hongo Phellinus
pini es el de mayor importancia en bosques de coniferas de Durango y Chihuahua
(Cibrian et al., 2007).

2.2 Beneficios que suministran los bosques

Los bosques suministran gran cantidad de beneficios, los cuales pueden

enmarcarse dentro de tres grandes categorias (Pagiola et al., 2002).

1. Proteccién de cuencas hidrogréaficas. Los bosques representan un papel
importante en la regulacion de los flujos hidrolégicos y en la reduccion de la
sedimentacion.

2. Conservacion de la biodiversidad. Los bosques tienen una proporcion
significativa de la diversidad del mundo. La pérdida de estos habitats

constituye una causa que conduce a la pérdida de especies.
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3. Secuestro de carbono. Los bosques en pie son grandes depdsitos de

carbono y los bosques en crecimiento secuestran carbono de la atmésfera.

2.3 Bosques nacionales

Las areas forestales que estan cubiertas por bosques, selvas, matorrales xeréfilos,
pastizales, vegetacion hidréfila, &reas con otros tipos de vegetaciéon y areas sin
vegetacion aparente, comprenden mas de dos tercios del territorio terrestre del
pais. El 60% de las areas terrestres de México estan cubiertas por bosques y
selvas, el 11% por otras areas silvestres (Chapela et al., 2012). Recientemente se
reconocen para México 46 especies, 3 subespecies y 22 variedades de pinos. El
55% de estos taxa son endémicos. Lo que nos convierte en la nacion con mayor
diversidad al contar con alrededor de 42% de las especies del mundo. Los pinos
mexicanos son uno de los recursos naturales mas valiosos por su uso tradicional y
comercial, por su importancia cultural y por los servicios ambientales que ofrecen.
A pesar de ello la continua disminucidn de la cobertura de los bosques de pino y
pino-encino, por causa de las actividades humanas y por los incendios forestales,
es alarmante (Sanchez, 2008). En México existen aproximadamente 35 especies
endémicas de pino y 109 de encinos. Los bosques de coniferas y encino
representan uno de los recursos forestales econdmicos mas importantes de
México. Particularmente el género Pinus, representado con mas del 50% de sus
especies maderables comerciales que conforma poco mas del 85% de la
produccion forestal. Se encuentran desde los 300 msnm (metros sobre nivel del
mar), como los pinares de las islas de Baja California hasta los 4 000 msnm en el
Eje Neo volcanico, la Sierra Madre Oriental. El bosque de coniferas y encinos
ocupa 322 672.8 km? del territorio mexicano, lo que representa el 16.4% y se
extiende a lo largo de la Sierra Madre Occidental, la Sierra Madre Oriental y el Eje
Neovolcanico donde México tiene primer lugar mundial por la variedad de pinos
endémicos (INEGI, 2013).

2.4 Bosques estatales
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Los tipos de vegetacion en el estado de Puebla se encuentran principalmente
distribuidos en tres grandes grupos que son los bosques, selvas y matorrales; el
resto se agrupa en vegetacion inducida e hidréfila y por supuesto las grandes
zonas agricolas que cubren nuestro estado (CONABIO 2011).

Los bosques de coniferas se encuentran principalmente en la Sierra Norte del
estado de Puebla y ocupan 327 428.83 hectareas que corresponden al 9.7 % de la
superficie total del Estado. El bosque de encino esté constituido principalmente por
especies de Quercus (encino) y Pinus (pino); son bosques por lo general bajos,
con troncos delgados y de crecimiento lento y ocupan el 4.89% de la superficie
total del Estado con 165 216.79 hectareas. Se distribuye a lo largo de una franja
climatica norte-sur, que comprende las laderas occidentales de la Sierra Madre
Oriental y el Eje Neovolcanico, ademas de pequefias zonas sobre laderas y
lomerios pertenecientes a la Sierra Madre del Sur (CONABIO 2011). Dentro de las
especies maderables, las coniferas forman masas arboreas puras o en asociacion
con especies de los géneros Quercus y Alnus en gran parte del area montafiosa
del estado de Puebla. De las 54 especies del género Pinus reportadas en México,
17 crecen en el Estado, siendo comunes los bosques dominados por Pinus patula

en el norte (Ramirez y Villareal, 2011).

2.5. Pinus patula

Pinus patula es uno de los pinos mexicanos con mayor potencial productivo,
debido a que es de rapido crecimiento, tiene buena conformacion de copa y poda
natural, su fuste es recto, y su madera es de calidad, al estar relativamente libre
de nudos y presentar bajo contenido de resinas La distribucion natural altitudinal
de P. patula oscila entre 1.600 y 3.100 msnm (Nyoka 2002). Pinus patula se usa
intensivamente en plantaciones con arboles mejorados en paises de Africa y
América, pero en su area de origen se aprovecha solo del bosque natural y hay
esfuerzos aislados como el establecimiento de areas y huertos semilleros (Saenz
et al., 1994; Rebolledo et al., 1999; Valencia y Vargas, 2001).

2.6. Pinus pseudostrobus
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En México es encontrado en Jalisco, Michoacdn, Estado de Meéxico, Distrito
Federal, Morelos, Puebla, Tlaxcala, Veracruz, Oaxaca, Guerrero y Chiapas (Perry,
1991).

Es buen productor de resina, es ampliamente explotada en los estados del centro
y sur del pais (Eguiluz, 1978). La madera es de buena calidad se usa en aserrio,
triplay, chapa, para cajas de empaque, molduras, en la construccion, en la
fabricacion de ventanas y muebles finos, artesanias, ebanisteria y pulpa para
papel (CATIE 1997; Eguiluz, 1978). Es una especie recomendable para
plantaciones comerciales, también para su uso ornamental en campos deportivos
y parques, debido a que su follaje semicolgante desprende un aroma agradable a
resina (Eguiluz, 1978).

2.7. Reforestacion

México enfrenta procesos crecientes de deforestacion, pérdida y degradacion de
los ecosistemas, generalmente relacionados con los avances de las fronteras
agricola y pecuaria. A través de los afios la demanda de terrenos para agricultura,
ganaderia, desarrollos urbanos y turisticos ha destruido totalmente o degradado
grandes superficies forestales, hoy convertidas en inmensos problemas ecologicos
(Conafor 2010). La reforestacion es una actividad forestal de mas importancia
cada afo, debido a las altas tasas de deforestacion. En México, se ha perdido
cerca del 50% de la superficie arbolada, unos 44.2 millones de hectéareas,
mayormente durante los ultimos 60 afios (Arriaga, 2000). En un pais con casi 130
millones de personas existen grandes presiones sobre todos los recursos
naturales. Aldana (2000) afirma que se debe reforestar 600 mil hectareas

anualmente para poder reemplazar las pérdidas en la cobertura vegetal.
2.8. Enfermedades de los pinos

Los organismos patdgenos constituyen un componente importante en los
ecosistemas forestales. Un gran numero de ellos no causan dafios severos, pero
otros producen pérdidas significativas; entre los patdégenos asociados a las
semillas, viveros, plantaciones y madera se incluyen a las bacterias, virus y

hongos. Estos Ultimos son los mas frecuentes y de mayor importancia para las
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especies forestales (Guerra et al., 2004). Las enfermedades constituyen el
principal factor que determina la dindmica de los ecosistemas forestales junto con
las plagas, el fuego y las condiciones climaticas. Los hongos son los principales
agentes causantes de enfermedades forestales pudiendo atacar diferentes partes
de las plantas afectando su funcionamiento en varias formas por ejemplo, aquellos
hongos que causan defoliacién provocan una disminucién en la tasa fotosintética;
los causantes de cancros debilitan el tronco o reducen el transporte desde y hacia
las raices; los pudridores de raiz incrementan el riesgo a la caida por viento y
reducen la absorcion de agua y minerales (Pildain, M. B., A. de Errasti. 2011). Se
ha demostrado que los dafios visibles en el 93% de los arboles de Pinus y
Quercus, fueron causados por patdégenos fungicos, encontrando que las
enfermedades mas frecuentes en Pinus son tizones foliares y las royas de las

aciculas (Garcia et al., 2012).

En un catalogo del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP), se menciona a los hongos que tienen como hospedero a
Pinus patula: Alternaria alternata, Alternaria tenuis, Aspergillus umbrosus,
Cladosporium spp., Cylindrocarpon spp., Fusarium oxysporum, Fusarium
roseaum, Pestalotia spp., Peyronellae spp., Phoma spp., Rhyzoctonia dichotoma

(Gomez y Contreras, 1981).
2.9. Pérdida de aciculas

La infeccidn se puede presentar a mediados o a finales de la época seca cuando
maduran las aciculas. Los sintomas de la enfermedad se pueden observar varias
semanas después de la infeccidon o posiblemente hasta el siguiente afio (Guide of
tree of Ontario 2003).

Lophodermium sp. se caracteriza por estar durante todo el ciclo de vida en el
género Pinus sp. Se presenta en arboles poco desarrollados y débiles. En
condiciones ambientales desfavorables puede causar defoliacion. Los sintomas se
presentan como manchas cloréticas que luego se necrosan para formar el cuerpo

fructifero tipo apotecio. Cuando la severidad es mayor puede afectar a plantas
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jovenes. En una plantacion que se encuentra en la fase de establecimiento puede
afectar a toda la poblacion de pinos hasta la pérdida total (Guide of tree of Ontario
2003).

En entornos naturales, Lophodermium pinastri coloniza las agujas sanas
latentemente como enddfita, inicia el crecimiento activo de las hifas al inicio de la
senescencia de la aguja y esporula después de la abscisién de la aguja para
infectar las agujas vivas de nuevo para completar su ciclo de vida. Este hongo es
un colonizador dominante de agujas muertas en etapas tempranas y participa en

la descomposicion de la aguja como un sapréfito (Hirose y Osono 2006).

2.10 Suelo

La Norma Oficial Mexicana (NOM-021-SEMARNAT-2000) define al suelo como
una coleccion de cuerpos naturales formados por solidos (minerales y organicos),
liquidos y gases sobre la superficie de los terrenos. Presenta ya sea, horizontes o
capas, que se diferencian del material de origen como resultados de adiciones o
pérdidas, migraciones y transformaciones de energia y materia; o por la habilidad
de soportar raices de plantas en un ambiente natural (DOF, 2002). El suelo es un
componente esencial de la "Tierra" y "Ecosistemas”. Ambos son conceptos mas
amplios que abarcan la vegetacion, el agua y el clima en el caso de la tierra, y
ademas abarca también las consideraciones sociales y econdmicas en el caso de
los ecosistemas (FAO 2016).

2.11. Importancia biolégica de los microorganismos del suelo

El sistema radical de las plantas en el agrosistema se encuentra asociado con el
ambiente inanimado, compuesto de sustancias organicas e inorganicas y con una
abundante comunidad de microorganismos metabodlicamente activos. La region de
la raiz en la que se presenta la proliferacién de microorganismos se ha dividido en
diferentes areas como: rizoplano, el cual constituye la superficie de la raiz y la fina
capa de suelo adherida firmemente a ella y la rizosfera, definida por Hilther en
1904 como la region del suelo que es fuertemente influenciada por la raiz (Cante,
2011).

16



Los organismos del suelo aportan una amplia gama de servicios esenciales para
el funcionamiento sostenible de todos los ecosistemas, al actuar como los
principales agentes conductores en los ciclos de nutrientes; regulando las
dindmicas de la materia organica del suelo, la fijacion del carbono del mismo y las
emisiones de gases invernadero; modificando la estructura fisica del suelo y los
regimenes del agua; aumentando la cantidad y la eficiencia en la absorcién de
nutrientes por la vegetacion; y mejorando la salud de las plantas. Estos servicios
no son soélo esenciales para el funcionamiento de los ecosistemas naturales, sino
gue también constituyen un importante recurso para la gestion sostenible de los
sistemas agricolas (FAO 2008). La actividad microbiana es importante para
mantener la fertilidad del suelo y en la nutricion de las plantas (Alvarez y Anzueto
2004).

2.12. Control bioldgico

El control bioldgico es una practica muy importante para el manejo de plagas, que
consiste en la utilizacibn de organismos vivos para reducir y mantener la
abundancia poblacional de una plaga por debajo de los niveles de dafio
economico. Su valor recae en que puede resultar en un control eficiente de una
plaga tanto a mediano como a largo plazo, compatible con un bajo riesgo
ambiental y una produccion sustentable. Resulta fundamental para los programas
de control biolégico considerar la ecologia, biologia y comportamiento de los
enemigos naturales de la plaga y de la plaga misma, ademas de aquellos factores
gue podrian ser causantes de cambios poblacionales (Fischbein, 2012). El control
biolégico es un método que emplea organismos vivos para reducir la densidad de
la poblacion de otros organismos plaga. Una plaga es cualquier organismo que
produce un dafio o reduce la disponibilidad y la calidad de un recurso humano
(Hajek, 2004). Se han hecho numerosos estudios para utilizar los organismos
quitinoliticos como controladores naturales de hongos patégenos y nematodos; no
obstante, estos estudios han procurado identificar el efecto de las quitinasas sobre
la estructura de los estadios larvales en insectos y en hongos. Por ejemplo, desde

1963 Mitchell y Alexander observaron que todas las bacterias micoliticas
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producian quitinasa, lo cual podia degradar la pared celular del hongo que
contenia quitina, como uno de sus principales componentes (Okumoto et al.,
2001).

Clorotalonil

Entre los fungicidas disponibles actualmente en el ambito mundial, los mas
utiizados forman parte de los siguientes grupos quimicos: ditiocarbamatos,
clorotalonil, benzimidazoles, morfolinas, triazoles, inhibidores (DMI) vy
estrobirulinas]. El clorotalonil, es un fungicida de accién preventiva, protectora
(contacto) y curativa de amplio espectro. Tiene una accion local sistémica, de alta
persistencia para el control de enfermedades fungosas producidas por
ascomicetos, hongos imperfectos y varios basidiomicetos, en frutales, hortalizas,

plantas ornamentales y otros cultivos (Lazo et al., 2012).
2.13. Antagonismo microbiano

En el mundo biologico existe una interaccion continua entre los patdégenos
potenciales y sus antagonistas, de forma tal que estos ultimos contribuyen para
gue en la mayoria de los casos no desarrollen la enfermedad. En las plantas, los
microorganismos estan en un equilibrio dinamico en su superficie en condiciones
naturales (Orrieta y Larrea 2001). Cuando las poblaciones de organismos se
encuentran reducidas debido a las acciones naturales de sus depredadores,
parasitos, antagonistas y enfermedades, el proceso se conoce como “control
natural”, pero cuando se utiliza para el control de plagas es llamado control
bioldgico o biocontrol (Hajek E. Ann 2004).

Las caracteristicas Optimas que debe poseer un antagonista microbiano uatil en
cultivos vegetales son: ser genéticamente estable, eficaz a bajas concentraciones,
habil para sobrevivir condiciones adversas del medio ambiente, incluyendo
refrigeracion y almacenamiento controlado, resistente al ataque de hiperparasitos,
efectivo para una amplia gama de microorganismos patégenos en una variedad de
frutas y hortalizas, facil de producir en medios de bajo costo, compatible con
procedimientos de procesos comerciales, poder establecerse con rapidez para

minimizar la destruccion realizada por la plaga, no ser patogénico en el hospedero
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y que no produzca metabolitos secundarios dafinos a la salud humana (Bafios,
2006)

2.14. Competencia

La competencia constituye un mecanismo de antagonismo muy importante. Se
define como el comportamiento desigual de dos o mas organismos ante un mismo
requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando la utilizacion de este por
uno de los organismos reduzca la cantidad o espacio disponible para los demas.
Este tipo de antagonismo se ve favorecido por las caracteristicas del agente
control biol6gico como plasticidad ecoldgica, velocidad de crecimiento y desarrollo,
y por otro lado por factores externos como tipo de suelo, pH, temperatura,
humedad, entre otros (Ahmad-Baker 1987; Hjeljord-Tronsmo 1998).

2.1.5. Fungistasis y Micoparasitismo

Un buen antagonista es capaz de superar el efecto fungistatico que resulta de la
presencia de diferentes metabolitos producidos por otras especies, incluyendo
plantas y sobrevivir bajo condiciones adversas o competitivas (Benitez et al.,
2004)

El ataque directo de un hongo a otro es un proceso muy complejo que involucra
eventos secuenciales, incluye reconocimiento, ataque y penetracion subsecuente
y muerte al huésped. Trichoderma spp. puede ejercer control directo por el rango
de parasitismo de hongo, detectando otros hongos y creciendo sobre el (Benitez
et al., 2004).

La capacidad antagonista de Trichoderma es muy variable, el Micoparasitismo que
presenta es un proceso complejo que incluye una serie de eventos sucesivos.
Cuando el antagonista hace contacto fisico con el fitopatégeno, sus hifas se
enrollan alrededor de éste o se le adhieren por medio de estructuras
especializadas (Manocha y Sahai, 1993; Cuervo-Parra et al., 2011a). La

interaccibn que presenta Trichoderma con su huésped es especifica y esta
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controlada por lectinas, presentes en su pared celular. Las observaciones al
microscopio electrénico muestran que Trichoderma produce y secreta enzimas
micoliticas responsables de la degradacion parcial de la pared celular de su
huésped (Cuervo-Parra et al., 2011a).

Competencia por los nutrientes. El hambre es lo mas comun. causa de muerte de
los microorganismos, por lo que la competencia por limitar los nutrientes da como

resultado el control biologico de fitopatdgenos fungicos (Chet et al., 1997).

Se ha demostrado que las bacterias del género Bacillus presentan un gran
potencial como antagonistas, principalmente por la gran cantidad de enzimas
liticas, antibi6ticos y otras sustancias con actividad biocida, que son capaces de
producir efectos de control sobre varias especies de organismos fitopatdbgenos
(Sosa et al., 2005; Castillo-Reyes et al., 2015). El efecto biocontrolador de Bacillus
spp. frente a Fusarium spp. bajo condiciones de invernadero en el cultivo de
Romero (Rosmarinus officinalis L) fue evaluado por (Corrales et al.,, 2011),
obteniendo que todos los aislamientos de Bacillus spp., presentaron efecto
biocontrolador sobre Fusarium spp. en romero al disminuir la severidad de la
marchitez vascular en las plantulas por debajo del 50%, lo que valida los
resultados obtenidos en las pruebas in vitro y lo sefialado en la literatura acerca de

estas bacterias.
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3. JUSTIFICACION

En los dltimos afios los bosques de pinos de la Sierra Norte de Puebla estan
siendo severamente afectados por enfermedades fungicas. Por lo tanto, en el
presente proyecto se estudiara a los hongos asociados a las aciculas de las
plantas de pino de las especies Pinus patula y Pinus pseudostrobus con sintomas
de enfermedad, para obtener una coleccién de hongos asociados a la enfermedad
e identificacién de los mismos. Se busca una alternativa biolégica con el uso de

bacterias, para disminuir la patologia en los pinos en ensayos de invernadero.

Este estudio tendra un alto beneficio en las comunidades de la Sierra Norte de
Puebla, ya que estos arboles disminuyen la erosion del suelo, filtran
contaminantes que dafian los mantos acuiferos y agua superficial. También
proveen madera, lefia, resinas entre otros productos con un valor econémico muy

importante en la zona para sus habitantes.

Ademas, se tendrda un conocimiento nuevo de las poblaciones fangicas y
bacterianas en las aciculas de dichos pinos antes mencionados obteniendo una
coleccion de hongos asociados a la enfermedad e identificacion de los mismos.
Se buscara una alternativa biologica con el uso de bacterias, para disminuir la

patologia en los pinos en ensayos de invernadero.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Realizar el aislamiento, identificacién y pruebas de antagonismo entre bacterias y
hongos causantes de la defoliacion de Pinos de la Sierra Norte de Puebla.

4.2. Objetivos especificos.

Efectuar el aislamiento de hongos en muestras de aciculas infectadas de
Pinus patula y Pinus pseudostrobus procedentes de la Sierra Norte de
Puebla.

Formar una coleccion de hongos aislados de aciculas infectadas de Pinus
patula y Pinus pseudostrobus.

Identificar los hongos causantes de la caida foliar que afectan a Pinus
patula y Pinus pseudostrobus de la Sierra Norte de Puebla.

Caracterizar las bacterias aisladas de bosque mas eficientes con actividad
anti fungica en Pinus patula mediante sistemas bioquimicos para realizar

prueba de antagonismo.

Realizar prueba de antagonismo microbiano entre bacterias y hongos que
causen enfermedades en ensayos in vitro.

Realizar pruebas de inoculacion de bacterias antagonistas en Pinus patula
y Pinus pseudostrobus previamente infectados por hongos patégenos.
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5. HIPOTESIS

Es posible disminuir las enfermedades causantes de la caida foliar en arboles de
pino en condiciones de invernadero, utilizando bacterias antagonistas de

crecimiento fangico.
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6. DISENO DE LA INVESTIGACION

Sede y lugar de estudio

Bosques de los municipios de Amixtlan Puebla, Méx. y Zacatlan Puebla, Méx.

Tipo de estudio
Se realiz6 un estudio aleatorio, prospectivo y transversal de las muestras de
aciculas de pinos.

Tamafo de muestra

De la zona de estudio se recolectaron cinco muestras representativas.

Periodo de muestreo
Septiembre 2022

Criterios de inclusion

Muestras de aciculas con evidencia de dafo foliar

Criterios de exclusioén

Se rechazaron muestras de aciculas con ausencia de dafo.

Analisis estadistico de la informacion
Los resultados obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza y prueba
de comparacion de medias para observar las diferencias existentes entre los

diferentes tratamientos y se utilizara la prueba de Tukey con P<0.05

Recursos humanos
Directora de tesis: Dra. Lucia Lopez Reyes
Co-director de tesis: M.C. Moisés Carcafio Montiel

Tesista: Manuel Jonathan Rivera Sosa
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Recursos materiales

Material de vidrio y plastico, equipos, medios de cultivo, reactivos, materiales de
invernadero y sustratos vegetales que serdn suministrados por el cuerpo
académico de Microbiologia Suelos del CICM ICUAP.

Recursos financieros
Esta investigacion fue financiada por el proyecto BUAP-CONAFOR
“AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS PATOGENOS EN ESPECIES

DE PINOS DE LA SIERRA NORTE DE PUEBLA” y con apoyo de redes
tematicas de colaboracion académica SEP-PRODEP (Modelos
microbianos de importancia agrobiotecnologica). Con el proyecto:
Identificacion y caracterizacion de microorganismos de interés

agrobiotecnologico.
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7. METODOLOGIA
7.1 Recepcion de muestra.

Las muestras de pinos se recibieron en el Laboratorio de Microbiologia de Suelos
del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas de la BUAP, ubicado en
el Edificio 1C-11 en Ciudad Universitaria Puebla, Pue. Donde se observaron
macroscopicamente las lesiones que se presentaron en aciculas y tallos,
posteriormente se sembraron en un medio de cultivo. Se tomaron fotos de

resguardo.

7.2 Registro de datos
Se llevaron a cabo las siguientes actividades: recibir, revisar, registrar, identificar,
procesar, analizar, almacenar y descartar las muestras.

7.3 Aislamiento de hongos y bacterias

7.3.1 Lavado de aciculas

Primero se realizaron cortes de 3-5 cm de largo de las aciculas donde se present6
la lesion. Después se trataron los cortes enfermos de cada una de las especies de
Pinus con una solucién de hipoclorito de sodio al 6%, se lavaron tres veces con
agua destilada estéril para evitar la presencia de microorganismos saprofitos del

arbol.

7.3.2 Sembrado de aciculas en cajas Petri con medio PDA

Las aciculas fueron desinfectadas y se procedié a colocarlas de dos a tres en
cajas Petri con medio PDA. Se mantuvieron a una temperatura de 30°C de dos a

tres dias y se observo el crecimiento de hongos y bacterias.

7.3.3 Camara humeda

Se utilizaron cajas de Petri de vidrio sin division, papel absorbente y agua
destilada estériles, también se utilizd un recipiente de plastico con tapa y cajas de

Petri de vidrio que se emplearon como base.
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7.3.4. Sembrado en placa de PDA

Se empleo el medio selectivo Agar Papa Dextrosa para hongos, cuando crecieron
uno o mas hongos en cadmara himeda, se procedié a tomar cuidadosamente un
in6culo del hongo con el asa bacterioldgica en punta y se depositaron en la placa

de PDA para su purificacion.
7.3.5. Sembrado en placa de TSA

Se uso el medio Agar Soya tripticaseina para bacterias, cuando crecieron una o
mas colonias en camara humeda, se procedié a tomar cuidadosamente un inéculo
de la bacteria con el asa bacteriologica con terminacion en aro y se depositaron en

la placa de TSA para su purificacion.
7.3.6. Conservacion de cepas
Para los hongos se realiz6 la conservacion en aceite mineral y caldo de papa.

Para las bacterias se realizO un crecimiento masivo en caldo soya tripticasa
posteriormente se conservO en caldo triptona de soya y se llevo a

ultracongelacion.

7.4 ldentificacion de hongos

7.4.1. Microcultivo

Consistio en inocular el hongo con aguja estéril pequefios cubos de medio PDA
con aproximadamente 1 x 1 cm dispuestos sobre portaobjetos, la cual estuvo
dentro de una camara humeda. Posteriormente se colocé un cubreobjetos. Tras
varios dias, cuando el crecimiento sobre el bloque fue evidente, se recogi6 el
cubreobjetos y portaobjetos con una pinza estérii y se instal6 sobre un
portaobjetos donde previamente fue colocada una gota azul de metileno y el
portaobjetos donde estuvo el medio, se le agreg6 una gota de azul de metileno. Y

se sell6 para su conservacion.
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7.4.2. Observacion a microscopio

Se observaron las estructuras de los distintos hongos primero a 10X para enfocar
todo el campo. Posteriormente se coloco el lente de 40X para su interpretacion e
identificacion a través de bibliografias, manuales, y otros. Finalmente, para enfocar
una imagen de interés se observé a 100X.

7.5. Caracterizacion de bacterias

Una vez teniendo las cepas bacterianas puras, se tomo inéculo de una a dos
colonias de bacterias de cada cepa y se adiciono en tubo de ensaye con caldo
soya tripticasa y se dejo crecer 24 horas. Después se ajustd la poblacion
bacteriana con la escala de McFarland 0.5 y se colocaron en el sistema
bioquimico de galerias APl de Biomerieux 20NE. Los Apis se dejaron en
Incubacion a 30 °C durante 48 h y se anotaron resultados.

7.6. Antagonismo en placa

Los ensayos se realizaron en agar de infusion de papa con minerales, las
bacterias se propagaron en caldo soya tripticaseina por 24 h a 30 °C hasta tener
una poblacién de 108 UFC mL. El método usado consistié en la inhibicion del
crecimiento radial del hongo que se determind con el registro del diametro del
crecimiento radial del hongo en presencia de las bacterias antagonistas y como

control se sembré el hongo en ausencia de bacterias.
7.7. Biodegradacion de micelio fungico con bacterias quitinoliticas

Se ensay06 con bacterias que tienen mayor actividad quitinolitica contra los hongos
representativos de dafio en aciculas de pino. Los ensayos se realizaron en Medio
Papa para propagacion de hongos; se inocularon los frascos de Medio Papa con
esporas de cada hongo y se dejaron en agitacion a 160 rpm durante 5 dias a
temperatura ambiente con luminosidad. Posteriormente se esterilizaron los frascos
con micelio durante 40 minutos, después se centrifugaron durante 15 minutos a
5000 rpm, se decanto6 el exceso de liquido. Después se le agrego agua estéril y

agito en vortex 20 segundos, este paso se repiti6 3 veces. Posteriormente se
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decant6é al vaso de licuadora agregando 50ml de agua estéril y se molid.
Posteriormente se adicionaron 150 ml de medio minimo mas 25 ml de micelio. Las
bacterias se propagaron en caldo soya tripticaseina por 24 h a 30 °C hasta tener
una poblacién de 108 UFC mL. El método usado consistié en la solubilizacion
radial del micelio en placa que se determiné con el registro del didametro del halo
de degradacién en presencia de las bacterias antagonistas y como control se

sembraron bacterias sin solubilizacion de quitina.
7.8. Antagonismo entre bacterias y hongos en invernadero.

Se realizaron ensayos en plantas de pino en condiciones de invernadero dénde se
incluyeron a P. patula y P. pseudostrobus de 20 cm de altura, las cuales se
trasplantaron en un sustrato de  crecimiento compuesto de
Peatmoss:suelo:composta:perlita:vermiculita:hojarasca (2.5:50:20:15:2.5:10).
Manteniendo la humedad relativa alrededor del 80 % con agua destilada y a una
temperatura promedio de 30°C. Se inocularon los hongos y bacterias antagonistas
en 13 tratamientos que incluyeron bacterias antagonicas y hongos patdégenos
(solos y combinados) y un control sin inocular y con cinco repeticiones cada uno,
se evaluaron a los seis meses dafios foliares desde decoloracién de aciculas y

manchas oscura.
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7.9 Disefio experimental

Cuadro 1. Tratamientos de Pinus Patula en Invernadero.

Tratamientos

Volumen utilizado para inoculo mL

Burkholderia cepacia(B1)
Aeromonas sp (B2)
Clorotalonil
Control
Burkholderia cepacia + Colletotrichum boniense (B1+ H1)
Burkholderia cepacia + Diplodia seriata (B1+ H2)
Aeromonas sp+ Colletotrichum boniense (B2+H1)
Aeromonas sp + Diplodia seriata (B2+H2)
Colletotrichum boniense(H1)

Diplodia seriata (H2)

Colletotrichum boniense + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp (H1+B1+B2)
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia+ Aeromonas sp (H2+B1+B2)
Colletotrichum boniense + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp (H1+B1+B2)
PICADURA
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp (H2+B1+B2) PICADURA

35
35
(200 g 100 L)

35
35+35
35+35
35+35
35+35

35+17.5+17.5
35+17.5+17.5

35+17.5+17.5
35+17.5+17.5

Cuadro 1. Se observan los tratamientos que se aplicaron a los arboles de Pinus

patula, las bacterias que se usaron para el ensayo de invernadero fueron

Burkholderia cepacia y Aeromonas sp. También se muestran los hongos que

fueron seleccionados para la prueba de antagonismo

Colletotrichum boniense y Diplodia seriata. En la columna de la derecha se plasma

el volumen de inoculo utilizado para cada tratamiento.
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Cuadro 2. Tratamientos de Pinus pseudsotrobus en invernadero

Nomenclatura

Volumen utilizado para

inoculo mL

Control
Clorotalonil
Burkholderia cepacia (B1)
Aeromonas sp (B2)
Diplodia seriata (H1)
Biscougnauxia mediterrenea (H2
Burkholderia cepacia + Diplodia seriata (B1+ H1)
Burkholderia cepacia+ Biscougnauxia mediterranea (B1+ H2)
Aeromonas sp. + Diplodia seriata (B2+H1)
Aeromonas sp. + Biscougnauxia mediterrenea (B2+H2)
Diplodia seriata + Burkholderia + Aeromonas sp. (H1+B1+B2)
Biscougnauxia mediterrenea + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp (H2+B1+B2

Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. (H1+B1+B2) PICADURA

Biscougnauxia mediterrenea + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. (H2+B1+B2) PICADURA

(200 g/100 ml)
35
35
35+35
35+35
35
35
35+35
35+35
35+17.5+17.5
35+17.5+17.5
35+17.5+17.5

35+17.5+17.5

Cuadro 2. Se observan los tratamientos que se aplicaron a los arboles de Pinus

pseudostrobus, las bacterias que se usaron para el ensayo de invernadero fueron

Burkholderia cepacia y Aeromonas sp. También se muestran los hongos que

fueron seleccionados para la prueba de antagonismo los cuales fueron Diplodia

seriata y Biscougnauxia mediterranea. En la columna de la derecha se plasma el

volumen de inoculo utilizado para cada tratamiento.
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7.9.1 Analisis estadistico

Se utiliz6 un andlisis de varianza (ANOVA) en el disefio experimental, que prueba

la hipétesis de que las medias de dos 0 mas poblaciones son iguales.

Los ANOVA evaltan la importancia de uno o mas factores al comparar las medias
de la variable de respuesta en los diferentes niveles de los factores (Barén, 2006).
Se aplic6 ANOVA vy la comparacién entre pares usando una prueba de Tukey,
ambos con un valor de significancia p<0.05 EI ANOVA de un solo factor es una
prueba de hipétesis que evalla dos enunciados. La hipétesis nula (HO), todas las
medias grupales son iguales. Contra, la hipotesis alternativa (HA), alguna de las
medias grupales es distinta. Es decir: Si, (p-valor) > 0.05 aceptamos HO — todas
las medias grupales son iguales. Si, (p-valor) < 0.05 rechazamos HO — alguna de

las medias grupales es distinta.

32



ESQUEMA GENERAL

Muestreo de Amixtlany
Zacatlan Puebla

v

Siembra en Papa Dextrosa
Agar y Camara himeda

>

Identificacién de hongos

v

Caracterizacion de

Genotipificacion de hongos

l |
Micro cultivos por
método de Ridell

bacterias
Genotipificacion de
hongos por PCR AP1 20NE
i |
Antagonismo en placa > Técnica: Inhibicion
micelial

J

Antagonismo en micelio

Técnica: medicion de halo
de solubilizacion

¥

Ensayo de antagonismo en
invernadero

Variables a medir

v N\

Altura

% de lesién en aciculas de

Pinus patulay P. pseudostrobus

33




Zona de estudio

Se recolectaron aciculas de pino de las especies Pinus patula y P. pseudostrobus con
sintomas de enfermedad presentes en las mismas, procedentes de la Sierra Norte de
Puebla, México. Localizadas en los municipios de Zacatlan (19° 53" 43.71'N) (97° 54’
20.1"

0), Amixtlan (20° 04" 36.3" N) (97° 47°26.1°0) y Aquixtla (19° 47" 15.8" N) (97° 52'3.5"
0).

Se observa en la (Figura 1) la localizacion donde fueron recolectadas las muestras
de aciculas de los pinos enfermos de las especies de pino plasmadas
anteriormente, cabe resaltar que los bosques son en su totalidad de coniferas que
es de suma importancia en la derrama econdmica, social y cultural en los

habitantes de la region de la Sierra Norte de Puebla.
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8. RESULTADOS

8.1. Aislamiento de hongos

Durante el proceso de aislamiento se obtuvieron 26 hongos diferentes asociados a
pinos de los cuales 21 proceden de P. patula y 5 de P. pseudsotrobus a partir de
aciculas infectadas. Se detectaron diferentes especies fingicas asociadas a pino,

dentro de las que se encuentran especies saprofitas y patdgenas.

Se observaron los braquiblastos que contienen las aciculas de P. patula de la
region de Amixtlan Puebla (Figura 2a). Aciculas con presencia de descoloramiento
amarillo a café con oscurecimiento de la parte foliar dafiada (Figura 2b). Sembrado
de aciculas en medio PDA con crecimiento fungico (Figura 2c). Se incubaron a 30
°C.

Figura 2 Caracteristicas de aciculas con enfermedad en Pinus patula a) braquiblastos con dafio

foliar, b) aciculas con sintomas de enfermedad, c) crecimiento fungico en medio PDA.

Se obtuvieron las cepas de hongos puros en medio PDA correspondiente a Pinus
patula de la region de Amixtlan Puebla y se anotaron sus -caracteristicas
macroscopicas de los hongos. Figura 3 (1,2,3) posteriormente se resguardaron en

el revco del laboratorio de microbiologia de suelos
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Figura 3 hongos puros en medio Agar Papa Dextrosa de Pinus patula region de Amixtlan Puebla.
Mex.

Pinus pseudsotrobus

Aciculas de Pinus pseudsotrobus con aparente dafio foliar (Figura 4a).al observar
en estereoscopio la acicula se pudo ver la lesion en color café. (Figura 4b),
sembrado de aciculas en media PDA con crecimiento fangico (Figura 4c).

/

Figura 4 Caracteristicas de la enfermedad: en Pinus pseudostrobus a) sintomas de acicula de P.
pseudsotrobus b) aciculas de Pinus Pseudsotrobus con infeccién c). sembrado en PDA

Hongos aislados y purificados en medio PDA, obtenidos de aciculas de Pinus
Pseudsotrobus con presencia de la enfermedad. (Figura 5 a, b, c, d)

Figura 5 Hongos puros aislados de aciculas enfermas de Pinus Pseudsotrobus de la region de

Zacatlan Puebla.
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8.2. Identificacion de hongos
Técnica de microcultivos

Esta técnica se observa en la (Figura 6 a, b) se llevo a cabo en las inmediaciones
de laboratorio, para la identificacion de los hongos de importancia patologica en
las especies de Pinus de la Sierra Norte de Puebla. Se distinguieron los hongos
seleccionados Diplodia seriata, Colletotrichum boniense, y Biscougnauxia

mediterranea.

Figura 6 Microcultivo de hongos aislados de Pinus Patula y Pinus Pseudostrobus

Se identificaron molecularmente seis hongos de P. patula y dos hongos de P.
pseudostrobus. (cuadro 3) representativos y presentes en las lesiones de aciculas
de pino, lugar dénde se han encontrado desarrollando diferentes especies
causantes de la caida foliar y muerte de arboles (Lilja et al., 2010). Los hongos
mas frecuentes asociados a la enfermedad de los pinos fueron Diplodia sp. ya que
se encontr6 en arboles de los bosques de Aquixtla, Amixtlan y Zacatlan infectando
a P. patula y P pseudostrobus. Ademas, se encontré a otros géneros patdogenos

como Colletotrichum, Hypocreales, Alternaria, Penicillium y Biscogniauxia.

Todos los hongos asociados a las aciculas de pino son considerados como
especies patdgenas, aungque es importante resaltar la mayor incidencia de
Diplodia sp. ya se considera como un patdégeno que causa enfermedades graves

en coniferas (Cram et al., 2012).
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Cuadro 3. Resultados de identificacion hongos por PCR

Planta Municipio de Clave Género Identificacion
Puebla, México %

P. patula Amixtlan PpAm3  Colletotrichum boniense 99

P. patula Amixtlan PpAm5  Diplodia seriata. 98

P. patula Aquixtla PpAg3 Diplodia sp. 99

P. patula Aquixtla PpAg8 Hypocreales sp. 98

P. patula Zacatlan Ppza6 Alternaria sp. 99

P. patula Zacatlan Ppza3 Penicillium sp. 98

P. pseudostrobus Zacatlan Ppszal Diplodia seriata. 99

P. pseudostrobus Zacatlan PpszZa2 Biscogniauxia mediterranium 99

Cuadr
o 3. Se seleccionaron 4 hongos patdégenos encontrados en las especies de P.
patula y P. pseudostrobus dada su importancia econémica en esta regién. En esta
etapa se observaron macro y microscopicamente los hongos de interés.

En la figura 6. Se plasmo el esquema de figuras a, b, ¢ y se observaron los
sintomas en las aciculas del arbol de Pinus patula con un crecimiento fangico en
medio de cultivo de PDA, el color caracteristico es pigmentacion obscura en el
fondo con desarrollo algodonoso en la parte superior.

Figura 6.Hongo Dipodia seriata proveniente de P. patula de Amixtlan Puebla, México.
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Observacion de hongos al microscopio y macroscoépica

Hongo puro en medio PDA con un crecimiento algodonoso de color negro
tornando a un gris en la parte central que se refiere a Diplodia seriata observacion
en microscopio con crecimiento de hifas segmentadas, aislado de Pinus Patula
(figura 7a). Crecimiento de hongo diplodia aislado de aciculas de Pinus
pseudsotrobus (figura 7b). Hongo Colletotrichum boniense patdégeno en pimiento

(figura 7c). Biscougnauxia mediterrdnea patdgeno de encinos.

Morfologia Morfologia

Macroscopica | Microscopica Macroscopica Microscopica

Figura (7) Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de hongos seleccionados para las
pruebas de antagonismo. a) diplodia seriata en Pinus patula b) diplodia seriata en Pinus
pseudostrobus c) Colletotrichum boniense, Pinus patula d) Biscougnauxia mediterranea.

8.3. Aislamiento de bacterias

Se detect6 que, de las 22 bacterias aisladas de bosque, el 41% mostro actividad
quitinolitica mismas que produjeron la inhibicion de los hongos asociados a las
aciculas de pino, lo que puede estar involucrado en los mecanismos de inhibicién
de hongos patégenos (Ramirez y Kloepper, 2012). Las bacterias identificadas por
el sistema Api 20 NE, mas eficientes fueron Burkholderia cepacia (P3S-B) y
Aeromonas sp. (P1R-D), procedentes de bosque y se utilizaron en los ensayos en

plantas de pino.
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8.4. Antagonismo en placa

Los hongos de los géneros Colletotrichum boniense (PpAm3) y Diplodia seriata.
(PPAmMS) provenientes de Pinus patula del Municipio de Amixtlan se utilizaron para
el ensayo de antagonismo.

La evaluacién mostré que los hongos fitopatégenos disminuyen su crecimiento en
presencia de las bacterias antagonistas (Figura 8 b) se observé el crecimiento del
hongo Diplodia seriata. En la figura 8 a y b se not6 la inhibicion del hongo con las
bacterias que se utilizaron en el ensayo. Las enfermedades por hongos son de
gran interés ya que por ejemplo Diplodia seriata es un patdgeno que causa efectos
adversos en las plantas. (Cram et al., 2012).

Figura 8. Ensayo de antagonismo entre bacterias aisladas de pino y Diplodia sp. proveniente de P.
patula de Amixtlan, Puebla, México.

El crecimiento radial del hongo nos indica un efecto inhibitorio de los metabolitos
producidos por las bacterias que se aislaron de las muestras de pinos. Se
seleccionaron 11 bacterias de los suelos de bosques de Puebla que estaban en
congelacion, para hacer la prueba de antagonismo. Se realizaron tres mediciones
del crecimiento radial del hongo, la primera fue a las 72 horas, la segunda a las 90
horas y posteriormente se realiz6 la Gltima medicion a las 120 horas. (Figura 9). La
cepa de Burkholderia cepacia fue la que mejor inhibié el crecimiento del hongo

Diplodia seriata.
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Diplodia seriata

Figura 9. Inhibicién del crecimiento fingico de la cepa Burkholderia cepacia sobre el
hongo Diplodia seriata.

En el cuadro 4 se observé el crecimiento radial del hongo con la inoculacién de las
bacterias antagonistas seleccionadas

Cuadro 4. Crecimiento radial del hongo Diplodia seriata con bacterias
antagonistas.

Cepa Crecimiento de hongo
M1IMIPm 6.53+ 0.85 a
CONTROL 597+£0.74 a

(-3 M.C Pps H1) 3.66+0.37 b

CA48 3.04+ 0.40 bc

P34 3.01+ 0.38 bc

P3S-B + 2.41+0.25 cd

P7R-A 2.21+ 0.07 de

AM12 2.18+0.13 de

Se evaluaron las bacterias con mayor actividad quitonolitica las 3 mejores cepas fueron
PIR-D, P3S-B Y P5S-A, que presentaron un menor crecimiento del hongo a nivel placa
por lo tanto se seleccionaron 2 cepas Burkholderia cepacia (PIR-D) Y Aeromonas sp
(P3S-B)

41



8.5. Indice de degradacién de micelio

Para obtener el halo de degradacion se utilizo la siguiente formula:
indice de Solubilizacién: A/B
A = didmetro (colonia + zona de halo)

B = didmetro de la colonia

Cuadro 5. Halo de degradacion de micelio

Hongo AM12 (-)33MZPps2 PI1R-D P5S-A P34 P35-B CA48
Diplodia seriata (Pps Za 1) N 1.07 -
Biscougnuaxia mediterranea (Pps Za 2) 1.31 1.13 1.19 113 132 - e
Colletotrichum boniense (Pp Am5) 133 e e e e e e
Diplodia seriata (Pp Am3) 1.62 - e s e e

En la evaluacion del halo de degradacion de micelio en placa, se observo (Cuadro
5) que las bacterias con un efecto antagénico son AM12, interviniendo en
degradacion de micelio de los hongos Diplodia seriata y Biscougnauxia
mediterranea de Pinus pseudostrobus, asimismo de los hongos Diplodia seriata
con Colletotrichum boniense en Pinus patula (-)3MZ Pps 2, PIR-D, P5S-A, P34,
de estas cepas se encontré que degradan el hongo Biscougnuaxia mediterranea
similar en el halo sin embargo en la cepa P34 se observé que ademas degrada el

hongo Diplodia seriata.

Al analizar las cepas P35-B y CA48 no se observo el halo de solubilizacion para

las cepas de hongos seleccionados.
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Esquema de medicién de las variables de los Pinus patulay Pinus
pseudostrobus.

La inoculacién de los hongos patdgenos y bacterias antagonistas fue en el mes de
noviembre de 2020. (Figura 10). El esquema de medicion de variables,
porcentaje de lesion, altura, didmetro y namero de braquiblastos se hicieron a los
seis meses después de la inoculacion en el mes de abril a mayo de 2021.

%, 2da mediciéon

35-40 cm

4/4

Y4 1ra medicion

15-20 cm

Figura 10. Esquema de medicion de las variables
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8.6. Ensayo de Antagonismo en invernadero

Cuadro 6. Porcentaje de lesiones causadas por Colletotrichum boniense y Diplodia seriata en
aciculas de Pinus patula frente a bacterias antagonistas a la altura de 15 cm.

Porcentaje de Porcentaje de variacion

Tratamientos lesiones

Control 6.00+£1.15 bcd
Clorotalonil 4.75 + 0.50 d -20.83
Burkholderia (B1) 6.50£1.91 bcd 8.3
Aeromonas sp. (B2) 5.75+£0.96 bcd -4.16
Colletotrichum boniense (H1) 5.50 + 058 cd -8.3
Diplodia seriata (H2) 7.25+1.71 bcd 20.83
Burkholderia cepacia + Colletotrichum boniense (B1+ H1) 5.50+1.73 cd -8.3
Burkholderia cepacia + Diplodia seriata (B1+ H2) 825+150 b 37.5
Aeromonas sp. + Colletotrichum boniense (B2+H1) 8.13+£165 b 35.5
Aeromonas sp. + Diplodia seriata (B2+H2) 6.75+0.50 bcd 12.5
Colletotrichum boniense + Burkholderia + Aeromonas sp.

(H1+B1+B2) 7.75+1.50 bhc 29.16
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp.

(H2+B1+B2) 825+330 b 37.5
Colletotrichum boniense + Burkholderia cepacia +

Aeromonas sp. (H1+B1+B2) PICADURA 8.00+1.83 bc 33.3
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp.

(H2+B1+B2) PICADURA 18.75+1.00 a 212.5

Al evaluar el porcentaje de lesiones en aciculas de Pinus patula infectadas con los
hongos Diplodia seriata y Colletotrichum boniense hay una diferencia entre el
control y la aplicacion de clorotalonil, al presentar menor numero de lesiones
(Cuadro 6). Cuando se aplico Burkholderia cepacia y Aeromonas Sp no se
encuentra diferencia significativa con el control en el porcentaje de lesiones, ahora
bien, en la inoculacion del hongo Colletotrichum boniense no hay diferencia
significativa con respecto al control presentando menor lesion en las aciculas de
Pinus patula, en cambio cuando se aplicé Diplodia seriata se obtuvo mayor en el
porcentaje de lesiones en las aciculas con respecto al control, sin diferencia
significativa. En la aplicacion de mezclas de bacterias y hongos, se observé un
mayor porcentaje de lesiones. Sin embargo, en la presencia del hongo

Colletotrichum boniense con Burkholderia cepacia hay menor niumero de lesiones,
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pero no hay una diferencia significativa con el control, pero se puede pensar que

ejercen una proteccién minima.

Cuadro 7. Porcentaje de lesiones causadas por Colletotrichum boniense y Diplodia seriata en aciculas de
Pinus patula a una altura de 40 cm de la planta.

Porcentaje
Nomenclatura tratamiento % lesiones de variacién
Control 1.68+2.31 de
Clorotalonil 2.05+£0.19 de 22.0
Burkholderia (B1) 4.25+0.96 abc 152.9
Aeromonas sp. (B2) 3.50+£0.74 bcd 108.3
Colletotrichum boniense(H1) 1.63+0.42 de -3.0
Diplodia seriata (H2) 2.10+0.35 de 25.0
Burkholderia cepacia + Colletotrichum boniense (B1+ H1) 2.50+2.07 bcde 48.8
Burkholderia cepacia+ Diplodia seriata (B1+ H2) 240+1.43 cde 42.9
Aeromonas sp. + Colletotrichum boniense (B2+H1) 4.40 £ 1.45 ab 161.9
Aeromonas sp. + Diplodia seriata (B2+H2) 565+249 a 236.3
Colletotrichum boniense + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp.
(H1+B1+B2) 225+153 de 33.9
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia+ Aeromonas sp. (H2+B1+B2 0.65+0.64 e -38.7
Colletotrichum boniense + Burkholderia cepacia+ Aeromonas sp. (H1+B1+B2)
PICADURA 1231046 e -26.8
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. (H2+B1+B2)
PICADURA 2.13+0.85 de 26.8

Cuando se realizé la evaluacion del nidmero de aciculas infectadas por la
presencia de bacterias y hongos solos y combinados, (Cuadro 7) se observo que
no existen diferencias significativas con el tratamiento control sin embargo se
observa que cuando se hace una inoculacion combinada de hongos con bacterias
por ejemplo Diplodia seriata mas Burkholderia cepacia y Aeromonas se presenta
un menor namero de lesiones, pero sin diferencia estadistica, se puede inferir que
la combinacion de Burkholderia cepacia mas Aeromonas sp fungen un efecto
protector contra el hongo Diplodia seriata. Cuando se evalué el hongo Diplodia
seriata con las bacterias juntas se observd un incremento en porcentaje de

lesiones, pero sin diferencia con el tratamiento control.
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Cuadro 8. Evaluacién de la altura de las plantas de Pinus patula a los seis meses después de
lainoculacién con bacterias benéficas y hongos patégenos

Porcentaje de

Tratamiento Altura variacién
Control 43.75+2.22 cd
Clorotalonil 50.62+5.74 a 15.7
Burkholderia cepacia (B1) 49.25+2.87 ab 12.6
Aeromonas sp. (B2) 40.12+165 d -7.7
Colletotrichum boniense (H1) 4537+ 256 bc 3.70
Diplodia seriata (H2) 43.00£2.94 cd -1.7
Burkholderia cepacia + Colletotrichum boniense (B1+ H1) 45.87 £1.93 bc 4.8
Burkholderia cepacia + Diplodia seriata (B1+ H2) 44,75+ 1.94 Dbcd 2.3
Aeromonas sp. + Colletotrichum boniense (B2+H1) 41.75+4.65 cd -4.6
Aeromonas sp. + Diplodia seriata (B2+H2) 43.75+ 3.57 cd 0.0
Colletotrichum boniense + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp

(H1+B1+B2) 49.25+222 ab 12.6
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp.

(H2+B1+B2 42.75+250 cd -2.3
Colletotrichum boniense + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp.

(H1+B1+B2) PICADURA 45.37+1.80 bc 3.7
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp.

(H2+B1+B2) PICADURA 46.25 £5.68 abc 5.7

Al evaluar la altura de las plantas de Pinus patula se observa en el (Cuadro 8) que
existe diferencia significativa de clorotalonil comparado con el control, con la
bacteria Burkholderia cepacia, se obtuvo diferencia significativa respecto al
control, lo que indica un efecto de proteccion en la planta con mayor altura, sin
embargo, cuando aplicamos Aeromonas sp. como bacteria antagonista de los
hongos la altura de la planta es menor. Cuando se inoculan los hongos
Colletotrichum boniense y Diplodia seriata por separado no se observan
diferencias significativas con el control y quizas la presencia de estos hongos

estén afectando en el crecimiento de la planta.

Con el objetivo de observar el comportamiento de Colletotrichum boniense mas
Burkholderia cepacia se observa una mayor altura de las plantas de pino y se
puede pensar que Burkholderia cepacia y Aeromonas sp. estan ejerciendo un
efecto protector, con diferencias estadisticas con el tratamiento control, pero no
con clorotalonil. Los otros tratamientos no se observan diferencias significativas

con el tratamiento control, aunque hay diferencias numéricas en alguno de ellos.
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Cuadro 9. Evaluacién del didmetro de las plantas de Pinus patula a la altura de 15 cm
inoculados con bacterias benéficas y hongos patdégenos

Tratamiento Diametro 1
Control 0.70£0.036 a
Clorotalonil 0.70 £0.057 ab
Burkholderia cepacia(B1) 0.70+£0.020 ab
Aeromonas sp. (B2) 0.59+0.079 e
Colletotrichum boniense(H1) 0.65 £ 0.033 abcd
Diplodia seriata (H2) 0.62 £0.014 cde
Burkholderia cepacia + Colletotrichum boniense (B1+ H1) 0.68+0.027 ab
Burkholderia cepacia+ Diplodia seriata (B1+ H2) 0.62 £0.025 cde
Aeromonas sp.+ Colletotrichum boniense (B2+H1) 0.65+0.079 bcde
Aeromonas sp. + Diplodia seriata (B2+H2) 0.66 £0.017 abc
Colletotrichum boniense + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp.

(H1+B1+B2) 0.60+0.049 e
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp.

(H2+B1+B2 0.63+0.030 cde
Colletotrichum + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp.

(H1+B1+B2) PICADURA 0.60+0.035 de
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp.

(H2+B1+B2) PICADURA 0.66 £ 0.022 abc

En la evaluacion del diametro de los tallos de plantas de pino, no se observan
diferencias significativas en comparaciéon con el tratamiento control, ya sea
aplicando clorotalonil y los tratamientos con bacterias y hongos. También se
observa en el (Cuadro 9) que el diametro de las plantas es menor con el control, al
aplicar las bacterias y hongos solos o con la mezcla de ellos. Nos hace suponer
gue no existe un efecto directo de proteccion sobre las plantas de Pinus patula, al

menos en este parémetro.
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Cuadro 10. Porcentaje de lesiones causadas por Diplodia seriata y Biscougnauxia mediterranea en

Pinus pseudsotrobus a la altura de 15 cm.

Porcentaje de

Porcentaje

Tratamiento lesiones de variacion
Control 3.75£0.50 cdefg
Clorotalonil 2.25+0.50 ¢ -40.0
Burkholderia cepacia (B1) 5.60+0.95 b 49.3
Aeromonas sp. (B2) 4.50+0.58 bcde 20,0
Diplodia seriata (H1) 3.00+1.15 efg -20.0
Biscougnauxia mediterrenea (H2) 2.75+1.50 fg -26.7
Burkholderia cepacia + diplodia seriata (B1+ H1) 2.25+0.50 g -40.0
Burkholderia cepacia+ Biscougnauxia mediterrenea (B1+ H2) 5.25+0.96 bc 40.0
Aeromonas sp. + diplodia seriata (B2+H1) 3.50+1.29 defg -6.7
Aeromonas sp. + Biscougnauxia mediterrenea (B2+H2) 4.00+0.82 bcdef 6.7
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. (H1+B1+B2) 4.104+0.66 bcdef 9.3
Biscougnauxia mediterrenea + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp.

(H2+B1+B2 3.75+1.26 cdefg 0.0
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. (H1+B1+B2)

PICADURA 7.50+2.89 a 100.0
Biscougnauxia mediterrenea + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp.

(H2+B1+B2) PICADURA 4.75+1.26 bcd 26.7

En la evaluacion de las lesiones en aciculas de Pinus pseudostrobus. (Cuadro 10),

se observa que con la aplicacion de clorotalonil se observd baja incidencia de

lesiones en las aciculas de Pinus comparado con el control, asimismo cuando se

inéculo el hongo Biscougnauxia mediterranea y Diplodia seriata se comportan muy

similares al tratamiento con clorotalonil.

Al aplicar la mezcla Diplodia seriata con la bacteria Burkholderia cepacia se

observo la disminucién de lesiones en aciculas de Pinus pseudsotrobus pudiendo

afirmar que tuvo un efecto protector en las plantas de pinos, ya que el tratamiento

solo con Diplodia seriata presento mas lesiones, aunque sin diferencias

estadisticas significativas.
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Cuadro 11. Evaluacion de la altura de plantas de Pinus pseudsotrobus inoculados con
bacterias benéficas y hongos patdgenos.

Porcentaje
Tratamiento Altura _de_ )

variacién
Control 70.25+8.18 abcd
Clorotalonil 77.00+11.60 a 9.6
Burkholderia cepacia (B1) 79.63+694 a 13.4
Aeromonas sp. (B2) 72.25 +15.71 abc 2.8
Diplodia seriata (H1) 75.50+394 ab 7.5
Biscougnauxia mediterrenea (H2) 60.88 +1.84 cde -13.3
Burkholderia cepacia + diplodia seriata (B1+ H1) 72.00+4.76 abc 25
Burkholderia cepacia+ Biscougnauxia mediterrenea (B1+ H2) 63.50+ 3.00 bcde -9.6
Aeromonas sp. + diplodia seriata (B2+H1) 77.25+£12.92 a 10.0
Aeromonas sp. + Biscougnauxia mediterrenea (B2+H2) 59.67+7.04 de -15.1
(I?j'pili)gi(laJrBssriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. 7413+837 ab 55
E;)S((:glzjgg?ligg mediterrenea + Burkholderia cepacia + Aeromonas 69.00 + 10.00 abcd 18
(Dl-liqlggliBZ?rgtgAl;URlil\”khmde”a cepacia + Aeromonas sp. 5113+ 491 B 728
Biscougnauxia mediterrenea + Burkholderia cepacia + Aeromonas 69.75+7.41 abcd 07

sp (H2+B1+B2) PICADURA

En la evaluacion de la altura de las plantas de Pinus pseudostrobus con
tratamientos biolégicos y quimicos, en el (Cuadro 11) no se observan diferencias
significativas con respecto al control ya que la mayoria de los casos la altura de
las plantas es menor sin embargo, cuando se aplica clorotalonil se encuentra un
9.6 % mas en la altura, cuando se aplica Burkholderia cepacia se observa un
13.35 % mas de altura, cuando se inocula Biscougnauxia mediterranea afecta este
pardmetro ya que encontramos un -13.33 % menor de atura en comparacion con
el control. Pudiendo notar que el hongo Biscougnauxia mediterranea tiene un

efecto adverso en la altura de Pinus pseudostrobus.

En las mezclas de bacterias con los hongos se observo que el tratamiento con la

bacteria Aeromonas sp. ofrece una proteccion.
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Cuadro 12. Evaluacion de la medicién del diametro de plantas de Pinus pseudsotrobus
inoculadas con bacterias benéficas y hongos patégenos alos 15 cm

Nomenclatura Diametro 1
Control 0.68 + 0.027 abc
Clorotalonil 0.67 £0.046 abc
Burkholderia cepacia (B1) 0.70 £ 0.020 abc
Aeromonas sp. (B2) 0.68 £0.026 abc
Diplodia seriata(H1) 0.70 £0.051 abc
Biscougnauxia mediterrenea (H2) 0.62 £0.069 bcd
Burkholderia cepacia + diplodia seriata (B1+ H1) 0.62 £0.030 cd
Burkholderia cepacia + Biscougnauxia mediterrenea (B1+ H2) 0.57+0.175 d
Aeromonas sp. + diplodia seriata (B2+H1) 0.68 £ 0.040 abc
Aeromonas sp. + Biscougnauxia mediterrenea (B2+H2) 0.70£0.039 ab
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. (H1+B1+B2) 0.68 £ 0.039 abc

Biscougnauxia mediterrenea + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. (H2+B1+B2 0.62 +0.088 cd

Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. (H1+B1+B2) PICADURA 0.70 £ 0.034 ab
Biscougnauxia mediterrenea + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp.
(H2+B1+B2) PICADURA 0.71 £ 0.067 a

En la determinacion del diametro del tallo de Pinus pseudostrobus (Cuadro 12), se
observa que no hay diferencias significativas con el control y clorotalonil, al igual
con las bacterias Burkholderia cepacia y Aeromonas sp. Sin embargo, cuando se
compara el hongo Biscougnauxia mediterranea con el control se obtuvo una
diferencia de diametro menor, podemos pensar que se debio a la presencia del
hongo Biscougnauxia mediterranea que produce una disminucion en el diametro

del tallo.

Al aplicar el in6culo del hongo Biscougnauxia mediterranea con Burkholderia
cepacia y Aeromonas sp con picadura se observo un ligero aumento del diametro
de los Pinus pseudsotrobus, pudiendo decir que actué con un efecto de mayor

crecimiento en el tallo, sin diferencias estadisticas significativas.
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Cuadro 13. Evaluacion del nimero de braquiblastos presentes en ramas de Pinus patula
medidos ala alturade 15 cm.

Nomenclatura Braquiblastos
Control 5.4+1.95 b
Clorotalonil 5.2+1.48 b
Burkholderia (B1) 6.2+0.45 b
Aeromonas sp. (B2) 6.0+1.00 b
Colletotichum boniense(H1) 5.8+1.30 b
Diplodia seriata (H2) 5.8+1.64 b
Burkholderia cepacia + Colletotrichum boniense (B1+ H1) 6.2+1.48 b
Burkholderia cepacia + Diplodia seriata (B1+ H2 ) 5.4+1.14 b
Aeromonas sp. + Colletotrichum boniense (B2+H1) 8.4+2.07 a
Aeromonas sp. + Diplodia seriata (B2+H2) 6.6£1.82 ab
Colletotrichum boniense + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. (H1+B1+B2) 6.0£1.41 b
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. (H2+B1+B2 3.0+0.71 ¢
Colletotrichum boniense + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. (H1+B1+B2)

PICADURA 2.8+1.64 c
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. (H2+B1+B2) PICADURA 2.4+2.30 ¢

En el parametro de namero de braquiblastos en plantas de Pinus patula (Cuadro
13). Se observa que no existen diferencias significativas entre el control y
clorotalonil y con los tratamientos biologicos, sin embargo, se observan que las
bacterias Burkholderia cepacia y Aeromonas sp hay un ligero aumento en el
namero de braquiblastos probablemente por el efecto antagénico y su efecto
protector de las bacterias. También se nota que el tratamiento de Burkholderia
cepacia mas Colletotrichum boniense, Aeromonas mas Diplodia seriata y
Colletotrichum boniense mas Burkholderia cepacia y Aeromonas sp también
presentan mayor numero de braquiblastos en comparacion con el control, cabe
notar que el tratamiento de Aeromonas mas Colletotrichum boniense presenta
mayor namero de braquiblastos y con diferencias significativas con los demas

tratamientos.
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Cuadro 14. Evaluacion del nimero de braquiblastos en Pinus patula medidos ala altura de

40cm

Nomenclatura

Braquiblastos

Control

Clorotalonil

Burkholderia (B1)

Aeromonas sp. (B2)

Colletotichum boniense(H1)

Diplodia seriata (H2)

Burkholderia cepacia + Colletotrichum boniense (B1+ H1)

Burkholderia cepacia + Diplodia seriata (B1+ H2)

Aeromonas sp. + Colletotrichum boniense (B2+H1)

Aeromonas sp. + Diplodia seriata (B2+H2)

Colletotrichum boniense + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. (H1+B1+B2)
Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp (H2+B1+B2
Colletotrichum boniense + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. (H1+B1+B2) PICADURA

Diplodia seriata + Burkholderia cepacia + Aeromonas sp. (H2+B1+B2) PICADURA

20.75 £ 3.20 ab
12.25+1.50 bc
11.25+0.96 ¢
13.25+5.44 bc
11.00+£1.83b
16.00 = 7.87 abc
23.50+5.20a
19.25 + 8.66 abc
14.50 £ 3.70 bc
24.00£8.60 a
13.50+ 1.73 bc
17.00 £3.37 abc

23.25+7.80 a

17.50 + 11.09
abc

En la evaluacion del numero de braquiblastos en plantas de Pinus patula (Cuadro

14), se observa el tratamiento de clorotalonil con menores braquiblastos en

comparacion con el control.

Al analizar las bacterias Burkholderia cepacia y Aeromonas sp, ho existe

diferencia significativa con respecto al control, sin embargo, el numero de

braquiblastos es menor con el tratamiento control. Asimismo, en la inoculacion de

los hongos se observd un numero menor de braquiblastos. En cambio, al

comparar las combinaciones de hongos y bacterias por ejemplo se analizaron 3

tratamientos con un nimero mayor de braquiblastos, podemos decir que hubo una

proteccion por parte de las bacterias antagonistas.
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9. Discusioén

Los hongos fitopatdgenos representan una amenaza porque son uno de los
principales factores de deforestacion (Alvarado, 1997); sus efectos se perciben
con la pudricién del sistema del sostén, la reduccién del porcentaje de crecimiento,
la disminucién de la regeneracion o su demora, el incremento de la mortandad, la
degradacion de la composicién de las especies, sustitucion forzosa de especies o
cambio de uso de suelo (Hawley y Smith, 1972; Daniel et al, 1982; Machin, 1991).
Por lo anterior, en las areas forestales, es esencial el diagnéstico de los dafios por
hongos fitopatbgenos, para que los programas de manejo se asienten en
fundamentos solidos, ya que, a falta de esta informacidén, ha conducido a la

adopcion de medidas de dudosa justificacion (Romero et al, 2005).

En el presente trabajo, a partir de los hallazgos encontrados aceptamos la
hipdtesis basada en la reduccion o disminucion de la enfermedad causante de la
caida foliar en Pinus patula y Pinus pseudostrobus, usando las bacterias mas
eficientes en este caso, Burkholderia cepacia y Aeromonas sp en condiciones in
vitro las cuales mostraron efectos benéficos. Asi también, se demostré que las
cepas Burkholderia cepacia y Aeromonas sp. tienen un efecto antagonico sobre
los hongos Diplodia seriata y Colletotrichum boniense en Pinus patula. Las cepas
bacterianas anteriormente descritas respondieron de manera positiva al efecto
inhibitorio del hongo Biscougnauxia mediterranea en Pinus pseudostrobus lo que
confirman lo descrito por Gutierrez- Flores (2018) observd que la cepa AM6
(Burkholderia sp.) limit6 el crecimiento fuangico de 9 de los 10 hongos

seleccionados.

En las pruebas de antagonismo bacteria-hongo aplicada en invernadero se
observaron aciculas dafiadas con presencia de manchas de color amarillas, café
marron tornandose a rojo con puntos negros en ambas especies de pino. El mejor
efecto antagénico por parte de las bacterias Aeromonas sp. y Burkholderia
cepacia se presentd contra Colletotrichum boniense, ya que contra Diplodia seriata

los resultados demuestran una mayor incidencia de la enfermedad. Los datos
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sugieren ampliar las investigaciones encaminadas a una seleccion mas rigurosa
de las bacterias antagonicas y su efectividad en planta. En el porcentaje de
lesiones en las aciculas de Pinus patula no hay diferencia significativa entre el
control y clorotalonil, pero se observé que con clorotalonil existe una incidencia
menor de la enfermedad. Al comparar el tratamiento control con las bacterias no
hubo diferencias significativas, pero existe un porcentaje menor de lesién en el
tratamiento de Burkholderia cepacia contra Colletotrichum boniense, se observa
una proteccién contra los hongos. En las deméas mezclas no hay disminucion de la
lesion. Algunos ejemplos de microorganismos antagonistas utilizados
exitosamente para controlar enfermedades en poscosecha son: B. licheniformis

contra C. gloeosporioides en mango (Govender et al., 2005).

La baja respuesta del antagonismo de la bacteria hacia el hongo, se puede deber
a la forma de inoculacion, (via por aspersion foliar) o al nUmero de unidades
formadoras de colonias en los in6culos o puede deberse al mecanismo de
resistencia que tenga la planta para soportar la colonizacion por otros organismos.
(Burbano-Figueroa, 2020)

Respecto a la variable altura se observa una mayor longitud de la planta con el
tratamiento de clorotalonil respecto al control, este le confiere proteccion dando
como resultado un mayor crecimiento de las plantas. Lo mismo se observa con la
bacteria Burkholderia cepacia, en la proteccion de las plantas de Pinus
pseudostrobus y Pinus patula mejorando el crecimiento de la planta. (Ahmad et al.,
2008) mencionan que muchos de los microorganismos del suelo producen
sustancias reguladoras del crecimiento vegetal, asi como sustancias antibiGticas
tipos sideroforos, ya que estos compuestos inciden directamente sobre la
proliferacion del sistema radical de las plantas confiriendo una mejor nutricion de

las plantas.

En la variable diametro del tallo de Pinus patula, el tratamiento de clorotalonil en
relacion al control muestra un crecimiento mayor del tronco del pino, ya que
favorece el control de enfermedades con un excelente efecto y amplio rango de

control. En los demas tratamientos no hay una diferencia significativa menor al
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control, no hay efecto antagonico. Adusei-Fosu y Rolando, (2018) menciona que el
clorotalonil funciona como protectante, residual o de contacto para controlar o
prevenir la propagacion de los hongos a hospederos sanos y proteger contra

nuevas infecciones si su aplicacidn es correcta.

En la variable de braquiblastos se tiene un nuamero mayor de ellos en las
combinaciones de Burkholderia cepacia y Aeromonas sp., con respecto al control,
se dice que existe un efecto protector de la planta por la presencia de las bacterias
antagonistas, aumentado el nimero de braquiblastos en las plantas de Pinus
Patula. Riera et al. (2017), menciona que Burkholderia ha adquirido gran
importancia en la agricultura gracias a sus capacidades de a) biocontrol de hongos
fitopatdbgenos como Phytophthora nicotianae Phytophthora palmivora, Phyllosticta
citricarpa, Alternaria alternata, Colletotrichum acutatum. Gutierrez- Flores, (2018)
observo que el tratamiento con la cepa Serratia sp presentd un incremento del

tallo de 6% respecto al control en plantas de Pinus patula.

Para comprobar la patogenicidad de la enfermedad se aplicaron los postulados de
Koch para determinar si el supuesto patdogeno esta siempre asociado a la
enfermedad. Esto se uso6 tanto “in vivo” utilizando plantas de vivero; asi como
también “in vitro” empleando aciculas de pinos sanos de la especie Pinus patula,
inoculandolos con esporas de los patdgenos hallados de los mismos colocandolos
en camara humeda para el desarrollo de los signos y sintomas. Los dos materiales
evaluados, tanto plantas del vivero como las aciculas de la especie de Pinus
patula, desarrollaron la enfermedad tanto en laboratorio como en campo.
(Gutierrez- Flores et al, 2022). Comenta que disminuyé el crecimiento fungico en
comparacion con el testigo, lo que evidencio la eficiencia para el control del

crecimiento fingico a partir del uso de bacterias.
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Se evaluaron los microorganismos biocontroladores seleccionados para el control
de enfermedades en pinos. Una vez establecidos los mejores biocontroladores y
comprobando su eficacia in vivo, este estudio serd una contribucion a procesos de
control biolégico en Pinus patula y P. pseudostrobus de México. Con el uso de

extractos en dosis controladas (Solange-Benitez, 2007).
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10. Conclusiones

Se aislaron 26 hongos asociados a Pinus patula y Pinus pseudostrobus en la
region de la Sierra Norte Puebla, los hongos mas frecuentes fueron Diplodia
seriata, Colletorichum boniense, y Biscougnauxia mediterranea que se

identificaron por el método de PCR.

Las enfermedades de pino en la Sierra Norte de Puebla estdn asociadas con
hongos patégenos y saprofitos. Sin embargo, en el mismo ecosistema pueden
encontrarse bacterias que son antagonicas a estos hongos y pudieran ser
aplicadas para el control bioldgico de los hongos.

Se seleccionaron 2 bacterias con efecto antagonista, las cuales se identificaron
con el sistema miniaturizado APl 20NE, se obtuvieron las cepas de Burkholderia

cepacia y Aeromonas sp.

En los ensayos in vitro, se encontré que las bacterias seleccionadas presentaron
una capacidad antagonica contra los hongos: Diplodia seriata, Colletorichum
boniense, y Biscougnauxia mediterranea. Se disminuyo el crecimiento fungico en
comparacion con el testigo, lo que evidencio la eficiencia para el control del

crecimiento fingico a partir del uso de bacterias.

La bacteria Burkholderia cepacia fue la mas eficiente en los ensayos de

antagonismo en laboratorio.
Se demostrd en ensayos de invernadero que las bacterias tuvieron un efecto de

proteccion en algunos tratamientos en las variables de porcentaje de infeccion,

altura de las plantas, diametro del tallo del pino y numero de braquiblastos.
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11. Sugerencias

Se abre un nuevo campo para tener nuevos ensayos con mayor control de

factores bioticos y abibticos para més resultados en pinos pequefios.
Se sugiere controlar las enfermedades de pino mediante la seleccion de bacterias

antagonistas hacia hongos patdégenos de pino en ensayos de laboratorio e

invernadero.
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