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Control biologico por conservacion de Diaphorina citri Kuwayama
1908 (Hemiptera: Liviidae) en limén mexicano

Miranda-Salcedo Mario Alberto®*
Loera-Alvarado Esperanza?
Perales-Segovia Catarino®

Resumen

En el cultivo de limon mexicano existe un amplio gremio de enemigos naturales que inciden
en el control de la plaga de Diaphorina citri, responsable de la enfermedad méas importante en
los citricos, el Huanglongbing (HLB, Citrus greening disease). Por lo tanto, el objetivo de este
estudio fue determinar la fluctuacion poblacional del psilido, de sus depredadores y
parasitoides en dos huertas de limén mexicano con manejo agroecoldgico y su impacto en el
control de este hemiptero. El estudio se realizo en el valle de Apatzingdn, Michoacén. Se
seleccionaron dos huertas de limén mexicano con un manejo agroecologico, CEVA con 8
afios de edad y Crucero de Paracuaro (Cpar) con 4 afios. En ambas huertas, el insecto estuvo
presente todo el afio; en la huerta CEVA se observaron tres picos (julio, enero y mayo). En la
huerta CPar sélo se presentd un pico en agosto. En cuanto a la presencia de enemigos
naturales, los picos se presentaron de noviembre a febrero, y durante abril, mayo y junio, en
el caso de crisopas; enero, febrero y julio, fueron los meses en que se presentaron los picos
poblacionales de chinches; las arafias solamente tuvieron un pico poblacional durante febrero.

Palabras clave: Enemigos naturales, crisopas, citricos.

Introduccion

El psilido asiatico de los citricos Diaphorina citri Kuwayama 1908 (Hemiptera: Liviidae) es
el vector del Huanglongbing (HLB), la enfermedad mas importante de los citricos en el mundo
(3). La enfermedad esta presente en todos los estados citricolas del pais. En Michoacan se

1Campo Experimental Valle de Apatzingan-CIRPAC-INIFAP, Km 17 carretera Apatzingan-Cuatro Caminos,
C.P. 60781, Tel. 018000882222 ext. 84601.

2CONACYT-Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Instituto de Investigaciones Quimico
Bioldgicas. Avenida Francisco J. Mdgica S/N Ciudad Universitaria, C.P. 58030. Morelia, Michoacan, México.
3Tecnoldgico Nacional de México/Instituto Tecnoldgico El Llano Aguascalientes Km 18 Carretera Ags-S.L.P.
*Autor para la correspondencia: miranda.marioalberto@inifap.gob.mx
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detecto en diciembre de 2010; actualmente esta distribuida en todos los municipios con altos
picos poblacionales del vector (8). En 2019, SENASICA, apoy6 20,000 ha de citricos para el
control regional de la plaga. Sin embargo, existe un amplio gremio de enemigos naturales que
inciden en el control de la plaga (6), los técnicos de la camparfia contra el HLB, liberaron en
enero de 2020, al parasitoide Tamarixia radiata (Waterston 1922) (Hymenoptera:
Eulophidae) para el control bioldgico de la plaga. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
determinar la fluctuacién poblacional del psilido, de sus depredadores y parasitoides en dos
huertas de limon mexicano con manejo agroecoldgico y su impacto en el control de D. citri.

Materiales y Métodos

El estudio se realizo en el valle de Apatzingdn, Michoacan. Se seleccionaron dos huertas de
limon mexicano con un manejo agroecolégico, CEVA con 8 afos de edad y Crucero de
Paracuaro (Cpar) con 4 afios. Los muestreos se hicieron de julio de 2018 a febrero de 2020,
cada quince dias; se seleccionaron (10 arboles de la periferia y 10 en posicion diagonal). Se
revisé un brote joven por arbol, a una altura de 1.5 m. En cada brote se cuantifico el nimero
de adultos, ninfas y enemigos naturales. El material colectado se revisé con un microscopio
estereoscopico y se conservo en alcohol al 70% para su posterior identificacion.

Resultados y Discusion

En ambas huertas, D. citri estuvo presente todo el afio; en la huerta CEVA se observaron tres
picos (julio, enero y mayo). Sin embargo, la densidad nunca rebasé el umbral de 1.0 psilido
por brote (Fig. 1). En la huerta CPar sélo se present6 un pico en agosto (2.15 psilido/brote);
posteriormente, la densidad fue <1 psilido/brote (Fig. 2). Estos resultados difieren con los
datos reportados cuando el psilido recién habia arribado al valle de Apatzingan, el cual se
reportd con 13 ninfas/brote, en noviembre de 2009 (6).
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Fig. 1. Fluctuacion poblacional de D. citri en plantas de Limén Mexicano (huerta CEVA
2020).
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Las bajas densidades del psilido en ambas huertas (CEVA 0.44 y CPar 0.53
promedio/brote/afo), se debieron al efecto regulatorio que ejercen los enemigos naturales. El
parasitismo de T. radiata en CEVA fue de 12.95% y en Cpar del 27.74%. En estas huertas no
se hacen liberaciones del parasitoide, y al tener pocas aplicaciones quimicas, permitieron estos
valores del parasitismo natural. Ademas, se presentd un amplio gremio de enemigos naturales:
Chrysoperla rufilabris Burmeister, 1839, Ceraeochrysa cincta (Neuroptera: Chrysopidae);
Stethorus sp., Cycloneda sanguinea (L., 1763), Hippodamia convergens Guerin-Meneville,
1842, Olla v-nigrum (Mulsant, 1866) (Coleoptera: Coccinellidae), Zelus renardii (Kolenati,
1857) (Hemiptera: Reduviidae); Leptotrips sp. (Thysanoptera: Thripidae) y diferentes
especies de arafas (6) (Fig. 3).
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Fig. 2. Fluctuacion poblacional de D. citri en plantas de Limon Mexicano (huerta Crucero
2019).

En el aspecto bioldgico, la accidn de otros enemigos naturales puede afectar sensiblemente el
porcentaje de parasitismo, al competir por recursos o depredar las ninfas parasitadas
(interaccidon competitiva). Al retirar ese efecto restrictivo, se ha detectado un incremento de
casi 20 veces, respecto al parasitismo natural (5,7). Michaud (5) menciona que al eliminar a
los depredadores las ninfas de D. citri pueden incrementar hasta 120 veces el indice de
sobrevivencia, por lo que la depredacién por si misma pueda ser responsable del 96% de
mortalidad de estados inmaduros de D. citri. En Yucatan, se han detectado varias especies de
enemigos naturales (depredadores y T. radiata) que utilizan como recurso a D. citri (2).

Finalmente, dado el amplio gremio de enemigos naturales presentes, es posible que se
presenten interacciones competitivas por el recurso. Este hecho puede causar un efecto
positivo o0 negativo en la sobrevivencia, crecimiento o fecundidad de las especies que estan
interactuando (1). En estudios sobre interacciones entre una presa y un depredador, las
relaciones competitivas adquieren particular relevancia dentro del contexto del control
biologico de plagas (4).
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Fig. 3. Fluctuacién poblacional de enemigos de D. citri (huerta CEVA 2020).

Conclusiones

En ambas huertas, D. citri, estuvo presente todo el afio; en la huerta CEVA se observaron tres
picos (julio, enero y mayo), mientras que en la huerta CPar solo se present6 un pico en agosto
(2.15 psilido/brote). En cuanto a la presencia de enemigos naturales, los picos se presentaron
de noviembre a febrero, y durante abril, mayo y junio, en el caso de crisopas; enero, febrero y
julio, fueron los meses en que se presentaron los picos poblacionales de chinches; las arafias
solamente tuvieron un pico poblacional durante febrero.
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Evaluacion de los perfiles cromatograficos de hojas de Turnera
diffusa y Moringa oleifera

Espinosa-Velazquez, Gerardo!
Vera-Reyes, lleana?
Lucio-Gutiérrez, Juan Ricardo*
Waksman-Minsky, Noemi!
Alvarez-Roman, Rocio*
Paniagua-Vega, David>*"

Resumen

Moringa oleifera es una especie distribuida en el mundo que goza de amplia aceptacion. Asi
mismo Turnera diffusa (Damiana) en México tiene amplia aceptacion y uso. En ambas
especies, la parte aérea presenta multiples propiedades de interés en las areas alimentaria y
medicinal. Muchas de estas propiedades son debidas a sus metabolitos secundarios y se han
relacionado con su capacidad antioxidante. En este trabajo se evaluaron diferentes sistemas
de cromatografia en capa fina con el fin de obtener un perfil cromatogréafico de fracciones de
T. diffusa y M. oleifera con la mayor cantidad de sefiales definidas. Los rendimientos de los
extractos hidroalcoholicos fueron de 10.1 = 0.6 y 19.4 + 0.4%, respectivamente, y los
porcentajes de recuperacion de la limpieza de los extractos por extraccion en fase sélida fueron
de 80.0 + 1.4 y 89.0 + 0.0%, respectivamente. El perfil cromatografico obtenido con la fase
movil 6 presento las mejores condiciones para ambas fracciones de T. diffusa y M. oleifera ya
que permitié observar 14 y 8 sefiales a 254 nm y 7 y 7 sefiales con anisaldehido,
respectivamente. El revelado con DPPH evidenci6 capacidad antioxidante de la mayoria de
las sefiales cromatograficas de las fracciones de ambas plantas.

Palabras clave: Moringa oleifera, Turnera diffusa, cromatografia de capa fina, extraccion
solido liquido, metabolitos secundarios y capacidad antioxidante.

!Departamento de Quimica Analitica de la Universidad Auténoma de Nuevo Leodn, Facultad de Medicina, 64841,
Monterrey Nuevo Le6n, México. 64460.

2CONACYyT-Centro de Investigacion en Quimica Aplicada; Blvd. Enrique Reyna Hermosillo No. 140, 25294,
Saltillo, Coahuila, México.

3CONACYyT- Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

*Autor para la correspondencia: david.paniaguav@uanl.edu.mx
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Introduccion

La cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés: Thin-Layer Chromatography)
es ampliamente empleada en el control de calidad de extractos de plantas. Permite realizar
evaluaciones cualitativas y/o cuantitativas con base a la presencia de un metabolito, un grupo
de metabolitos o un perfil de metabolitos (1). En este sentido, la caracterizacion de los
metabolitos secundarios de extractos de plantas, asi como el establecimiento de marcadores
quimicos o el perfil metabolico, continlan siendo una necesidad para su identidad
(autentificacion), control de calidad y estandarizacién tanto en forma de materia prima como
en sus formas farmacéuticas terminadas. Las plantas Moringa oleifera y Turnera diffusa
presentan multiples propiedades de interés en las areas alimentaria y medicinal. Muchas de
estas propiedades se deben a su produccion de metabolitos secundarios con la capacidad
antioxidante.

Turnera como genero reporta 143 especies americanas y 2 especies de origen africano
(2). T. diffusa es la planta mas importante de su género con hojas muy variables, fragantes,
herbaceas, rizadas, y que ademas se decoloran posterior a su caida (3). T. diffusa es una planta
arbustiva de entre 40-100 cm de altura, con hojas de 1.3-2.5 cm de longitud y 0.4-1.0 cm de
ancho. Se ha reportado como una planta agradable, aromética y dulce. Ademas, cuando la
planta presenta frutos maduros (capsula de tres valvulas) pueden medir de 3 a 5 mm de largo,
con semillas curvadas, piriformes y de 1.5-2.0 mm de largo que son liberadas de dos a cuatro
en etapa madura (3-5). Respecto a la parte aérea de estas plantas se han aislado e identificado
diversos aceites esenciales (6). Asi como flavonoides glicosilados derivados de luteolina,
apigenina, siringetina y laricitina (7,8). Ademas, se ha reportado la presencia de
sesquiterpenos, terpenos, politerpenos, acidos grasos, y azucares derivados de la xantina (9).

Por otra parte, el género de Moringa se encuentra formado de 13 especies en donde se
incluye M. oleifera, esta planta puede llegar a medir de 10-12 m de altura, con ramas de 30-
60 cm de largo, con hojas compuestas y alternas de 1-3 cm de largo y de 0.3-0.6 cm de ancho,
ademas produce vainas (frutos) colgantes color marron (10,11). M. oleifera produce diversos
compuestos de interés nutracéutico y medicinal como: aminoacidos esenciales, [-caroteno,
vitamina (A, B, C, E), proteina, azufre, calcio, cobre, fésforo, hierro, potasio, selenio, zinc,
antioxidantes (acido ascorbico, flavonoides, compuestos fendlicos, carotenoides, quercetina,
kenferol, etc), fitosterol, ceras, resinas, zeatina, acido café oilquinico, pterigospermina, entre
otros (12).

La huella cromatografica de un material vegetal puede ser definido como la
identificacion de tantas sefiales como sea posible y representa las caracteristicas quimicas de
la hierba; y por lo general una muestra con huella dactilar similar a otra muestra tiene
propiedades similares.

En resumen, se puede utilizar una huella cromatogréfica en la evaluacion de su
identidad, autenticidad, la consistencia de un lote a otro en un medicamento herbal y también
es util para superar las limitaciones cuando se utilizan pocos compuestos marcadores. Para
ello es importante destacar que un método rapido de analisis puede ser la cromatografia en
capa fina. La cual permite obtener un perfil de una planta o producto que ayuden a mantener
el control de calidad de los extractos.

El objetivo de este trabajo fue establecer un sistema de cromatografia en capa fina que
permita obtener un perfil de fracciones de extractos hidroalcoholicos de hojas de M. oleifera
y T. diffusa con la mayor cantidad de sefiales definidas y verificar su capacidad quimica
antioxidante.
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Materiales y Métodos

Reactivos y materiales. Acido acético glacial, acido foérmico (Fermont), &cido sulfdrico,
cloroformo, metanol grado HPLC (JT Baker), cartuchos de extraccion en fase sélida SPE (500
mg, Thermo ScientificTM, HyperSepTM C18), placas de silica gel 60 (Merk KGaA,
Darmstadt, Alemania), p-anisaldehido (Fluka), DPPH (TRC, Toronto Research Chemicals
Inc., Toronto, Canada).

Material vegetal. Las hojas de M. oleifera se obtuvieron por cultivo en invernadero de
mediana tecnologia de acuerdo con Alvarez-Roman et al. (13) los germinados de 10-15 cm
de altura, fueron trasplantadas a bolsas de plastico negras que contenian una mezcla de
fertilizante organico bokashi — tezontle (roca volcanica) — tierra negra (2:2:6) con un sistema
de riego por goteo. Las hojas de T. diffusa se colectaron en Montemorelos, N.L. Las hojas
secas de ambas plantas fueron molidas, tamizadas (500 um) y almacenadas. Previo a su uso,
fueron colocadas en estufa a 40 °C por 24 h. Para la extraccion se pesaron 2.5 g de cada planta
y se realiz6 una extraccion doble sucesiva con metanol al 80% en una relacion 1:10, primero
se sonico por 10 min (BRANSON-1800). Después llevaron a agitacion orbital de 120 rpm a
30°C durante 20 min, y finalmente se centrifug6 a 2500 rpm durante 10 min para recuperar el
sobrenadante. El volumen de los extractos fue reducido a 10 mL, del cual se tomaron 3
alicuotas que se llevaron a peso constante a 80 °C para determinar el rendimiento de extraccion
(13).

Limpieza de extractos. Los cartuchos de bonasi extracciéon en fase sélida (SPE) se
limpiaron con 3 mL de metanol y se acondicionaron con 3 mL de metanol (85 % v/v). Cada
muestra se prepard con 10 mg de extracto crudo y se llevé a 1.5 mL con metanol (85%). La
fraccion de interés se recuperd de la elucion de la muestra seguida de otros 1.5 mL de metanol
(85%). Fracciones seleccionadas al azar se utilizaron para determinar el porcentaje de
recuperacion a peso constante por triplicado.

Cromatografia en capa fina (TLC). Se utilizaron placas de 5 x 10 cm y fueron
desarrolladas 8 cm, se evaluaron siete fases mdviles que se describen en la tabla 1. En todas
las placas cromatograficas fueron aplicados en cada carril 358 g de las fracciones obtenidas
por SPE de T. diffusa y de M. oleifera (FrT y FrM). Se identificd el nimero de sefiales a 254
nm, con el revelador de anisaldehido (0.5 mL en metanol-acido acético-acido sulfurico
(85+10+5)) (200 °C/40 s), se calcularon los factores de retencidn para todas las sefiales como;
Rf= distancia recorrida por la sefial / distancia recorrida por el solvente. Ademas, otra placa
se asperjé con 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine (DPPH) al 0.2% en metanol seguido de 30 min
de reposo en oscuridad. Todas las placas se realizaron por duplicado.

Tabla 1. Fases moviles evaluadas con las fracciones por SPE de Turnera diffusa y de Moringa
oleifera.

Nom  Fase mdvil n Referencia
(min)
F1 Acetato de etilo-acido acético-agua (95:5:0.5) 30 (14)
F2 Acetato de etilo-acido férmico-acido acético-agua (25:1:1:3) 30 (8)
F3 Acetato de etilo-acido formico- acido acético-agua (25:1:1:2) 20 Modificado de (8)
F4 Cloroformo-metanol (4:1) 1 (13)
F5 Acetato de etilo-acido fdrmico-acido acético-agua (100:11:11:27) 20 (15)
F6 Acetato de etilo-acido formico-acido acético-agua (100:11:11:3) 20 Modificado 1 de (15)
F7 Acetato de etilo-acido fdrmico-acido acético-agua (100:11:11:3) 20 Modificado 2 de (15)

Nom: Nomenclatura; Ti: Tiempo de saturacion de la camara (min) de soluciones nutritivas.
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Las variables medidas fueron: Color de fruto: fue registrado en estado inmaduro y
posteriormente cuando los frutos ya no mostraban cambio de color. Peso de fruto: se tomaron
al azar 20 frutos de cada chile en estado maduro los cuales fueron pesados en una balanza con
precision 0.01g marca OHAUS® modelo Scout 11. Largo, ancho y Grosor de pericarpio: para
ello se cosecharon 20 frutos maduros de cada ecotipo medidos con ayuda de un vernier digital
con precision 0.1 mm marca Steren®. Con los valores obtenidos se obtuvo la relacion
largo/ancho de cada fruto. Para cada variable se aplico un analisis de varianza y comparacion
de medias (Tukey, p <0.05) con el programa SAS version 9.0.

Resultados y Discusion

El porcentaje de extraccion y de recuperacion por la limpieza por extraccién solido liquido
(SPE) del extracto de M. oleifera (Tabla 2) fue similar al reportado por Alvarez-Roman et al.
(13). La extraccion SPE permite eliminar fracciones de compuestos de poco interés como las
clorofilas. Ademas, desde el punto de vista ambiental, destaca que en la mayoria de los
procedimientos SPE se utiliza un menor consumo de disolventes.

Tabla 2. Porcentajes de rendimientos de extraccion y de recuperacion por limpieza por SPE

Plantas Rendimiento (% p/p) Recuperacion en las fracciones (% p/p)
Turnera diffusa  10.1 £ 0.6 80.0 £ 1.4 (FrT)
Moringa oleifera 19.4+0.4 89.0 £ 0.0 (FrM)

Para la evaluacion de los perfiles de las fracciones de T. diffusa y de M. oleifera
obtenidos con las diferentes fases maviles, primero se seleccionaron dos estrategias de
revelado, por UV a 254 nmy por revelado con anisaldehido (Figura 1).

FrT  FrM FrT  FrM FrT  FrM FrT  FrM FIT  FrM FT FM  FT FrM

Fig. 1. Perfiles cromatograficos obtenidos con las diferentes fases maéviles (F1-F7) a partir de
las fracciones de T. diffusa (FrT) y M. oleifera (FrM). Dénde: (A) UV a 254 nm, (B) revelado
con anisaldehido. Las sefiales observadas fueron numeradas de forma arbitraria desde la linea
base y hacia el frente del solvente.
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La longitud de onda (A) de 254 nm puede indicar que la presencia de estructuras
aromaticas, heterociclicas o del tipo pirrol que absorben a esta longitud de onda por la
presencia en sus estructuras de dobles enlaces conjugados o aromaticos (16). La tincién con
p-anisaldehido es de uso general, y funciona para muchos nucledfilos fuertes y débiles
(alcoholes, aminas), asi como para muchos aldehidos (por reacciones aldol) y cetonas (por
reacciones acetilacion).

Para la evaluar los perfiles de ambas fracciones obtenidos por UV a 254 nm y
anisaldehido se identifico el nimero de sefiales y su Rf. Las sefiales cromatograficas que se
enlistan en la tabla 3 fueron numeradas de forma arbitraria y no son correspondientes entre
ellas, pero permiten evaluar la separacion durante el desarrollo cromatografico de cada fase
movil. Buscando asi la fase movil que permita observar mayor numero de sefiales. El perfil
cromatografico obtenido con la fase mdvil 6 present6 las mejores condiciones para ambas
fracciones de T. diffusa y M. oleifera ya que permiti6 observar 14 y 8 sefialesa 254 nmy 7y
7 sefales con anisaldehido, respectivamente.

Tabla 3. Factores de retencion de las sefiales de las fracciones de Turnera diffusa y Moringa
oleifera con las diferentes fases mdviles reveladas con anisaldehido y a 254 nm.

Sefial F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
UV | R uv R uv R uv R Uv | R uv R uv R
1 FrT 1 0.76 | 0.08 019025014027 024017 ]0.17]0.05|0.09]0.14 ) 0.12 | 0.04
FrM | 0.09 ] 0.19 | 0.08 | 0.26 | 0.08 | 0.14 | 0.32 | 0.05 | 0.22 | 0.04 | 0.07 | 0.05 | 0.08 | 0.04
2 FrT | 0.82 - 0.26 - 0.21 - 029021022014 |016]0.23]0.17]0.13
FrM | 0.14 | - 0.12 - 0.13]0.27 | 053 |0.08|0.28|0.09]013]0.12]0.17]0.13
3 FrT | 0.86 - 0.34 - 0.29 - 0.53 - 0281021022036 | 0.21 | 0.26
FrM | 0.90 - 0.23 - 0.22 - 0.64 - 0471023025023 |0.29]0.18
4 FrT - - 0.78 - 0.38 - 0.83 - 0.38 | 0.27 ] 0.29 | 0.50 | 0.28 | 0.32
FrM - - 0.29 - 0.28 - 0.75 - 0541055029 | 0.36 | 046 | 0.43
5 FrT - - 0.82 - 0.80 - 0.90 - 052 ]1045]0.36 | 057 | 035|051
FrM - - 0.35 - 0.36 - 0.84 - 061055035050 |052]0.48
6 FrT - - 0.89 - 0.86 - 0.96 - 054 | - 0.43 | 0.63 | 0.42 | 0.56
FrM - - 0.89 - 0.93 - - - 091 - 0.52 | 0.59 | 0.92 -
7 FrT - - - - 0.94 - - - 061 - 0.52 | 0.81 | 0.47 -
FrM - - - - - - - - - - 0.58 | 0.63 - -
8 FrT - - - - - - - - 076 | - 0.57 - 054 | -
FrM - - - - - - - - - - 0.65 - - -
9 FrT - - - - - - - - 081 - 0.64 | - 0.59 -
FrM - - - - - - - - - - - - - -
10 FrT - - - - - - - - 089 | - 0.71 - 0.67 -
FrM - - - - - - - - - - - - - -
FrT - - - - - - - - - - 0.80 - 0.79 -
11 FrM - - - - - - - - - - - - - -
12 FrT - - - - - - - - - - 0.86 - 0.87 -
FrM - - - - - - - - - - - - - -
13 FrT - - - - - - - - - - 0.90 - 0.91 -
FrM - - - - - - - - - - - - - -
14 FrT - - - - - - - - - - 094 | - - -
FrM - - - - - - - - - - - - - -

Con la finalidad de verificar si las condiciones cromatogréaficas seleccionadas F6
permiten observar compuestos de interés tanto en la fraccion de T. diffusa como en la de M.
oleifera, se realizo una placa comparativa con cuatro estandares. En la Figura 2 A se observa
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que los cuatro estandares se localizan en la zona de desarrollo cromatografo. En T. diffusa se
reportd la presencia de naringenina (Rf: 0.97) en una fraccion de acetato de etilo a partir de
una extraccion con acetona al 70% (17). Por otra parte, la rutina (Rf: 0.34) no ha sido
identificada por métodos cromatogréaficos en T. diffusa por ello se puede utilizar como un
estandar externo (18) o como un indicador de adulteracién. Sin embargo, en las condiciones
seleccionadas no queda clara la ausencia de rutina. Por otra parte, en M. oleifera se reporto la
presencia de catequina en (19) y de acido clorogénico (20) en extractos con metanol.

Debido a que gran parte de las actividades bioldgicas de los extractos y/o compuestos
de interés de T. diffusa y M. oleifera han sido relacionadas con la capacidad antioxidante, se
procedio a revelar con el radical DPPH para verificar si las sefiales observadas en las
condiciones cromatograficas seleccionas muestran capacidad antioxidante. El revelado con
DPPH evidencio capacidad antioxidante de la mayoria de las sefiales cromatograficas de las
fracciones de ambas de plantas (Figura 2 B).

F6

N"I:"" WAL
‘—|~ Catequina

Naringenina -

Rutina Acido clorogénico

~

FrT FrM

Fig. 2. Placas cromatograficas de las fracciones de Turnera diffusa (FrT) y de Moringa
oleifera (FrM) desarrolladas en la fase movil seleccionada (F6). Donde: (A) revelado con
anisaldehido e incluye estandares, (B) revelado con DPPH al 0.2 % en metanol.

Conclusiones

La fase movil acetato de etilo-acido formico-acido acético-agua (100:11:11:3) (F6) fue el
sistema que mayor nimero de sefiales permitié observar tanto al UV a 254 nm como con
anisaldehido en ambas fracciones de T. diffusa y M. oleifera. El revelado con DPPH evidencid
capacidad antioxidante de la mayoria de las sefiales cromatograficas de las fracciones de
ambas de plantas.
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Resumen

El cacahuate (Arachis hypogea L.) pertenece a la familia de las leguminosas (Fabaceae) es un
cultivo anual, valorado a nivel mundial. En México es una especie invaluable por su
resistencia a la sequia, por conservar la fertilidad del suelo al incorporar nitrégeno
atmosférico, y por sus cualidades excepcionales para la alimentacién del area rural. El objetivo
del presente trabajo fue identificar y caracterizar morfolégicamente a Fusarium sp. asociado
a la marchitez del cultivo de cacahuate, asi como determinar la capacidad antagonica in vitro
de Trichoderma harzianum sobre el patdgeno. Se colecté tejido vegetal de A. hypogea con
sintomas de marchitez, se sembraron tallos de 1 cm en medio agar papa dextrosa y se
generaron cultivos monosparicos para caracterizacion morfoldgica. La cepa Th-Ah aislada de
cacahuate e identificada por las regiones ITS1 e ITS2 con 99.69% de identidad correspondid
a T. harzianum. El aislamiento Th-Ah presento porcentaje de inhibicion del crecimiento radial
de 76.88% de antagonismo in vitro, clase Il en la escala de Bell. Se sugiere realizar
evaluaciones de control bioldgico con este aislamiento en invernadero y a campo abierto.

Palabras clave: identificacién molecular, marchitez, aislamiento.

Introduccion

El cacahuate (Arachis hypogea L.) pertenece a la familia de las leguminosas (Fabaceae) es un
cultivo anual, valorado a nivel mundial. Presente en la dieta de gran parte de la poblacion y
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paises, entre ellos, la India, China, Nigeria, Indonesia, Canada y México. En Meéxico es una
especie invaluable por su resistencia a la sequia, por conservar la fertilidad del suelo al
incorporar nitrégeno atmosférico, y por sus cualidades excepcionales para la alimentacion del
area rural; por lo que es un sustituto econémico de la carne para los campesinos que no tienen
los recursos econdmicos (1). Sin embargo, debido a las condiciones de clima cambiante v al
uso excesivo de plaguicidas en los agroecosistemas productivos surgen problemas
fitosanitarios diversos, como son las enfermedades foliares y de raiz (2). Estas afectan a los
cacahuates durante diferentes etapas de su ciclo de desarrollo y durante el almacenamiento
(3). Lo que genera un decremento en el rendimiento y la calidad de los frutos. Entre los
fitopatogenos transmitidos por el suelo que afectan a diferentes tejidos del cacahuate
(semillas, vainas, tallo y raices) se incluyen Botrytis cinerea, Pythium spp., Rhizoctonia
solani, Sclerotinia minor, S. sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum y
Verticillium dahliae (4). El control de estas enfermedades por décadas se basa en el uso de
productos de sintesis quimica, los cuales hoy dia estan relacionados con la generacion de
resistencia, dafios al ambiente y a la salud humana (5). Por lo tanto, el género Trichodermay
sus diversas especies actlan como antagonistas, capaces de controlar un amplio nimero de
hongos que afectan a las plantas de interés agricola (6). El éxito y su uso en la agricultura se
debe a sus mecanismos de accion como la competencia por espacio, micoparasitismo,
antibiosis (7) y la produccion de compuestos volatiles (8); con base en lo anterior se plante6
determinar la capacidad antagénica por medio del porcentaje de inhibicién del crecimiento
radial in vitro de T. harzianum cepa Th-Ah de sobre Fusarium sp. (FM) aislados de Arachis
hipogea L.

Materiales y Métodos

El aislamiento se realiz6 de plantas de cacahuate, parcela ubicada en La Soledad, comunidad
rural perteneciente al municipio de Chietla del estado de Puebla, la colecta se realiz antes de
la cosecha, en septiembre 2019. Cada planta se extrajo con raiz y suelo, posteriormente se
colocé en bolsas de plasticos, y se colocaron en una hielera para su proceso en el laboratorio
de hongos y patologia vegetal, ubicado en el edificio Vall- Ecocampus Valsequillo,
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Los hongos se aislaron de las plantas
muestreadas a partir de raices y de tallos. Las muestras de raiz y tallo se sumergieron en
hipoclorito de sodio al 1% (NaOCI) durante 3 min. Las muestras se enjuagaron con agua
destilada estéril y se secaron en papel filtro estéril, finalmente se cortaron en fragmentos de
5-10 mm y se colocaron cuatro en cajas Petri (90 x 15 mm) con medio de agar papa dextrosa
(PDA, Bioxon ®) y cloranfenicol al 1%. Los cultivos se incubaron en oscuridad a 28+1°C
durante 3 d y se purificaron por punta de hifa (9).

Identificacion morfologica. La identificacion se realiz6 comparando las caracteristicas
morfoldgicas de la colonia (textura, tipo de micelio, color, tipo de hifas) y se tomaron medidas
de forma y tamafio de estructuras anamorficas con claves taxonomicas [10] en un sistema de
micro-cultivo utilizando un microscopio éptico (Carl Zeiss, Jena, Alemania). Las placas se
inocularon en el centro con un disco de 5 mm de micelio activo de cada uno de los hongos
aislados, por triplicado. Se sellaron con papel parafilm e incubaron en oscuridad a 28+2°C
(11). Las mediciones del crecimiento se realizaron cada 24 h durante 15 d hasta que las
colonias cubrieron la superficie de la caja Petri.

Las caracteristicas por morfotipos a considerar fueron color de la colonia en el anverso
y reverso de la caja Petri, textura y tipo de crecimiento del micelio se evaluaron visualmente
y se documentaron por fotografias. La identificacion de género considero la presencia y
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dimensiones de fidlides y conidios, las cuales se describieron con claves taxonomicas
especializadas (10-13).

Evaluacion de la capacidad antagénica de Trichoderma spp. in vitro. La cepa
patdgena FM se evaluo frente a la cepa Th-Ah identificada como T. harzianum. Para ello, se
utilizo la técnica de cultivos duales (14). Para cada tratamiento se usaron cajas Petri de 90 x
15 mm con medio PDA (Bioxon®) en las que se colocd en los extremos de la caja un disco
de 5 mm de diametro con micelio activo de Fusarium sp. (cepa FM) y en el otro extremo a T.
harzianum (cepa Th-Ah). Para la evaluacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento
radial se tomaron medidas de didmetro de colonias cada 24 h durante 10 d de incubacion y
mediante observaciones de la formacion de una zona de demarcacion entre los inoculos. Se
calcularon los valores medios de porcentaje de inhibicion del crecimiento radial mediante la
férmula PICR= R1-R2 x 100, dénde: R1: diametro del testigo, R2: didmetro del organismo
ensayado (15). Por dltimo, se clasifico el tipo de antagonismo, en la Tabla 1 se aprecia la
escala (16).

Tabla 1. Clasificacion de la capacidad antagdnica.

Clase Caracteristicas

I Sobrecrecimiento de Trichoderma sp., que colonizé toda la superficie del
medio y redujo la colonia del patégeno

] Sobrecrecimiento de Trichoderma sp., que colonizé al menos 2/3 de la
superficie del medio

i Trichoderma sp., y patégeno colonizaron la mitad del medio (mas que 1/3
y menor que 2/3). Uno no se sobrepuso al otro

v Hongo pat6geno colonizd al menos 2/3 de la superficie del medio y resistio
la invasion por Trichoderma sp.

\Y/ Sobrecrecimiento del hongo patdégeno que coloniz6 toda la superficie del
medio

Resultados y Discusion

Identificaciéon cultural y morfométrica. La cepa FM se caracterizO por presentar hifas
septadas, hialinas, macroconidios tabicados con 3 septos, falcados, con una curvatura
distintiva de longitud de 70 - 110 um aproximadamente (Fig. 1b). La colonia presenta micelio
abundante, de color blanco en el &rea circundante y fucsia en el centro (Fig. la). Las
caracteristicas morfolégicas mencionadas anteriormente, coincidieron con las ya descritas
para Fusarium sp. (12, 13).

Evaluacion de la capacidad antagonica de Trichoderma spp. in vitro. La actividad
antagonista de T. harzianum revel6 que este hongo inhibi6 altamente el crecimiento de la cepa
FM, registrando un valor de 76.88%, este valor se clasifica en la clase 11 (Fig. 2b) de acuerdo
con la escala de antagonismo (16). En estudios similares se report6 un valor de 75.9% para F.
oxysporum frente a T. harzianum mostrando mas eficiencia que T. viride y T. koningii con
inhibicion de 67.70 y 55.60% respectivamente, en el cultivo de jitomate (17). En otra
investigacion obtuvieron una inhibicién méaxima de 77.77% sobre la cepa de F. oxysporum,
mientras que con T. viride obtuvo inhibicion de 71% (18). Esto demuestra que las especies de
Trichoderma tienen una alta eficiencia en el control biolégico de Fusarium spp.

La interaccion del micelio de T. harzianum y Fusarium sp., mostro una zona de
inhibicidn, lo que indica la capacidad micoparasita de T. harzianum, también se observé su
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capacidad de colonizacion y antibiosis, caracteristicas principales del género (19). T.
harzianum probablemente inhibe el crecimiento radial del patdégeno, debido a la produccion
de compuestos inhibitorios que se difunden al medio de cultivo; antibiosis por produccién de
metabolitos volatiles y no volatiles entre los cuales se encuentran, pirones, isocianatos,
pépticos, y trichocinas, ademas, la produccion de enzimas extracelulares difundibles tales
como peptinasas, cutinasas, glucanasas y quitinasas (20).

Fig. 1. a) Colonia cepa FM (Fusarium sp.) en medio PDA, b) macroconidias tefiidas con azul
de metileno 100x.

T. harzianum
ds wnuesn4

Fig. 2. a) Testigo cepa FM, b) confrontacion de Trichoderma harzianum frente a Fusarium
sp.alos5d.

Conclusiones

Se identificé a Fusarium sp. asociado a la marchitez, proveniente de tallos y raiz de cacahuate
(Arachis hypogea L). La cepa de T. harzianum (Th-Ah) mostré adecuada capacidad
antagonica in vitro frente a Fusarium sp., presentando inhibicion de 76.88% vy
sobrecrecimiento de T. harzianum que colonizé al menos 3/4 de la superficie de Fusarium sp.,
clase 11 de Bell en condiciones in vitro.
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Efecto del aumento de temperatura en la respiracion del suelo de
campos agricolas en cuatro ciénegas, México

Guillen-Cruz Gabriela'
Flores-Renteria Dulce?

Resumen

Se predice que el cambio climatico aumentara la temperatura media mundial de 1.4 a 5.8 °C.
El efecto de este posible aumento sobre los sistemas agricolas de zonas aridas es complejo y
varia en el tiempo; y precisamente evaluar ese efecto es el objetivo principal de este estudio.
Por lo tanto, se llevo a cabo un experimento de incubacidn con suelos de seis campos agricolas
del municipio de Cuatro Ciénegas, en donde la temperatura ambiental fue ajustada a dos
escenarios de cambio climético y un control, aumentando la temperatura media 1.5y 3 °C
durante 17 dias para cada escenario. Se realizaron mediciones de la respiraciéon, humedad y
temperatura del suelo cada tres dias. Los resultados mostraron que el aumento de la
temperatura tuvo un efecto positivo significativo sobre la respiracion del suelo en ambos
escenarios. El incremento de temperatura en los escenarios de incubacién del suelo también
modifico el efecto de la temperatura del suelo sobre la respiracién. Mientras en el escenario
control la relacion fue positiva, cuando se incrementa la temperatura tiene un efecto negativo.
Esta bien estudiado que el aumento de la temperatura provoca una mayor liberacion de CO>
del suelo, pero también ocurre un proceso de aclimatacion microbiana a este aumento. Por
consiguiente, podemos concluir que los suelos agricolas de Cuatro Ciénegas perderan carbono
organico en respuesta al calentamiento global.

Palabras clave: Cambio climatico, zonas aridas, suelo.

Introduccion

La temperatura global promedio se elevé entre 0.60 y 0.76 °C durante los tltimos 50
afios y, segun el Panel Intergubernamental sobre Cambio Climatico (IPCC), se espera que
incremente de 1.4 a 5.8 °C para fines de este siglo, con cambios en patrones de lluvia y otros

1Sustentabilidad de los Recursos Naturales y Energia, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional, Unidad Saltillo. CP 25900, Ramos Arizpe, Coahuila. México.
2CONACyYT-CINVESTAYV, Unidad Saltillo. CP 25900, Ramos Arizpe, Coahuila. México.
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eventos climaticos extremos (1). Este incremento en temperatura es una amenaza para la
productividad de los sistemas, especialmente los agricolas en zonas aridas y semiaridas,
debido a que el cambio en los patrones de lluvia afectara los rendimientos de los cultivos, las
temperaturas mas altas afectaran las tasas de evapotranspiracion y alteraran la descomposicién
de la materia organica del suelo (2), liberando potencialmente mas CO- a la atmosfera.

La liberacion de CO2 se conoce como respiracion del suelo (RS), que se considera el
segundo flujo principal de intercambio de carbono entre los ecosistemas terrestre y
atmosférico (3). Este proceso estd impulsado por varios factores, siendo los principales la
temperatura y la humedad. Por lo tanto, es méas probable que los escenarios de cambio
climatico pronosticados afecten la permanencia del suelo C debido a su influencia en las tasas
de RS (4). Aungue se han realizado varios estudios para determinar los posibles efectos del
aumento de temperatura sobre la dindmica del carbono del suelo, ain no hay consenso.
Mientras que algunos estudios informaron que el RS disminuye con el aumento de
temperatura (5), otros describen un proceso de aclimatacion (6).

Comprender la respuesta de RS al cambio climético es fundamental para evaluar el
ciclo del carbono en diferentes escenarios climaticos. Sin embargo, los estudios para sistemas
agricolas en ecosistemas aridos y semiaridos siguen siendo limitados. Por lo tanto, el objetivo
principal de este estudio fue determinar el efecto del aumento de temperatura en RS en suelos
de diferentes campos agricolas de Cuatro Ciénegas, Coahuila.

Materiales y Métodos

Se colecto suelo en noviembre de 2019 de seis parcelas agricolas al noreste de la cuenca de
Cuatro Ciénegas de Carranza, Coahuila. Dichas parcelas producen principalmente alfalfa
(Medicago sativa), maiz (Zea mays) y avena (Avena sativa) segun la época del afio. Los sitios
de muestreo se ubicaron en el lado noroeste. Se seleccionaron seis parcelas agricolas, que
comprenden un tipo de suelo compartido (Calcisol) pero un manejo contrastante. Cinco fueron
parcelas agricolas activas con manejo intensivo a regular, ademas, un sitio agricola que ha
estado abandonado durante més de 50 afios. EI muestreo se realizd en transectos lineales cada
30 m hasta un total de cinco muestras en cada parcela, y en los primeros 15 cm de profundidad.

Se exploraron dos escenarios de cambio climatico con un aumento de temperatura de
1.5 °C y 3 °C, respectivamente, con base en la temperatura media anual de los meses de
crecimiento en el sitio de estudio, 36.4 ° C (utilizado como escenario de control). Se colocaron
seis contenedores de suelo (250 g) por parcela, por escenario, y se incubaron durante 17 dias
en una camara de crecimiento.

La respiracion del suelo (RS) de cada contenedor se midié cada tres dias entre las
11:00y las 12:30 h, utilizando una camara portatil cerrada (SRC-2) conectada a un analizador
de gases infrarrojo EGM-5 (PP Systems). La humedad y la temperatura del suelo se
determinaron inmediatamente después con un sensor Hydraprobe Il. Los suelos se regaron
hasta la saturacion (aproximadamente 30% de humedad del suelo) con 140 ml de agua del
grifo el dia anterior a la medicion de la RS. Las diferencias en RS, humedad del suelo y
temperatura para escenario se analizaron mediante un ANOVA de una via. Se utilizé el
analisis post hoc de Tukey para evaluar las diferencias entre las medias. Se realiz6 un analisis
de correlacion de Pearson entre RS y la temperatura y humedad de éste. Los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el software STATISTICA v10.0.
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Resultados y Discusion

Los suelos de las parcelas agricolas presentaron en promedio una RS de 0.08 pmol CO, m™
1. Se puede observar en la Fig. 1 que el efecto del incremento de la temperatura (escenarios)
tuvo un efecto significativo sobre la RS. Ambos escenarios de cambio climatico, es decir,
escenarios de 1.5°C y 3°C presentaron una RS significativamente mas alta (0.10 y 0.09 pumol
CO2 m?2s?, respectivamente), en comparacion al escenario control (0.06 pmol CO2 m?2s™).
Diversos estudios demuestran que la temperatura incrementa la descomposicion de la materia
orgénica del suelo, dando como resultado la liberacién de COa, proveniente de la respiracion
de los microorganismos (3, 7, 8).
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Fig. 1. Respiracion del suelo de campos agricolas de Cuatro Ciénegas de cada escenario de
cambio climatico. Las barras representan la RS promedio con su respectivo error estandar (n=
180). Las letras minusculas representan diferencias significativas entre escenarios de acuerdo
con la comparacion post-hoc de Tukey (P <0.05).

El andlisis de correlacion entre los factores que controlan la RS mostro que existe una
correlacion positiva de la RS y la temperatura del suelo (R2=0.20). Sin embargo, esta relacion
se ve modificada bajo los escenarios de incrementos de temperatura, tanto a 1.5 °C como 3
°C, volviéndose negativa (Tabla 1). Es decir, al aumentar la temperatura del suelo, la RS tiende
a disminuir con el tiempo. Este comportamiento puede ser explicado por mdltiples factores
como el agotamiento del carbono labil, o a la aclimatacidn fisioldgica de los microrganismos
del suelo, o sus efectos combinados (6, 7, 9).

Tabla 1. Correlacion de Pearson entre la respiracion, la temperatura y la humedad del suelo
de campos agricolas de Cuatro Ciénegas, incubado en tres escenarios de cambio climatico.

Control 1.5°C 3°C

TaSu HuSu TaSu HuSu TaSu HuSu
Rs 0.20* 0.05 -0.41** -0.11 -0.19* -0.14
TaSu 0.22* -0.25* 0.06

RS: respiracion del suelo; TaSu: temperatura del suelo; HuSu: humedad del suelo. *0.001<p<0.01, **p<0.001.
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Conclusiones

Los resultados de este estudio sugieren que la respiracion del suelo en sitio agricolas de Cuatro
Ciénegas aumentara con el incremento de la temperatura global. Estos resultados sugieren que
los suelos estardn perdiendo C orgénico en respuesta al calentamiento global, resaltando la
importancia de implementar medidas de mitigacion ante el cambio climatico, que reduzcan la
liberacion de CO2 por parte del suelo.
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Resumen

Los suelos agricolas contienen grandes cantidades de fésforo y hierro. No obstante, estos
elementos se encuentran principalmente en su forma insoluble no asimilable para las plantas.
Sin embargo, existen bacterias capaces de solubilizar dichos elementos y de esta manera
dejarlos disponibles para las plantas. EIl objetivo general del presente trabajo fue aislar,
caracterizar y evaluar la produccion de sideroforos y enzimas fosfatasas de bacterias
provenientes de rizosfera en agroecosistemas del Instituto Tecnoldgico de China. Para ello, se
realizé el aislamiento de bacterias de la rizosfera de cultivos de palma mediante diluciones
seriales en placas de agar Pikovskaya. Fueron seleccionadas 24 cepas en base a la formacion
de un halo claro alrededor de la colonia, indicando de esta manera actividad solubilizadora de
fosfato insoluble. Estas cepas fueron preliminarmente caracterizadas y fueron evaluadas
mediante la deteccién de sider6foros en agar Azul Chromo azurol y la determinacién
productora de enzimas fosfatasas. Finalmente, se demostré la presencia de 5 cepas bacterianas
productoras de sideréforos y 4 de enzimas fosfatasas en la rizosfera, lo cual representa un
efecto positivo para el crecimiento de las plantas.

Palabras clave: Bacterias solubilizadoras de fosfato, Bacterias Gram -, Agar Azul Chromo
azurol.

Introduccion

Los agroecosistemas son unidades basicas y de desarrollo de la agricultura que han
sido modificadas por el hombre para dichas actividades, las cuales se caracterizan por
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presentar componentes bioticos y abidticos que interactian como un ecosistema, ademas de
contener una gran cantidad de macronutrientes como: el nitrégeno (N), fosforo (P), potasio
(K), calcio (C); y micronutrientes como el cobre (Cu), zinc (Zn), hierro (Fe) entre otros, que
ayudan al crecimiento, desarrollo y reproduccion de las plantas (1). EI P y el Fe son dos
nutrientes esenciales para las plantas, el P se involucra en procesos metabdlicos como la
produccion de energia, fotosintesis, activacion y desactivacion de enzimas (2). Por otro lado,
la importancia del Fe en las plantas se caracteriza por formar parte de los grupos cataliticos
de muchas enzimas del tipo hemoproteina, que son importantes en la biosintesis de las
moléculas de clorofila ya que regulan la actividad del sistema enzimatico. La mayoria del P y
el Fe que se encuentran en los suelos, estan en su forma insolubles para las plantas. Se conoce
que en los suelos y en especial la Region llamada rizosfera, se encuentra la mayoria de las
interacciones bioldgicas entre las raices de la planta y microrganismos, en especial las
bacterias y hongos (3).

Las bacterias constituyen el grupo microbiano mas numeroso y formadores de colonias
mas abundantes por gramo de suelo rizosférico. Con respecto al papel que desempefian las
bacterias en el suelo, existen especies como Escherichia coli y Salmonella Typhimurium
productoras de sideréforos fendlicos, que son estructuralmente complejos llamados
enterobactinas. Los siderdforos microbianos son moléculas secretadas por bacterias en
condiciones de deficiencia de Fe, para secuestrar el Fe de su entorno (4). Es precisamente a
través de la sintesis de sideréforos que algunas bacterias presentes en los suelos influyen de
manera positiva en el crecimiento de las plantas (5). Por otro lado, las bacterias también
pueden incrementar la solubilidad de P inorganico, a través de la liberacién de protones, iones,
OH- 0 CO2 y iones de &cidos organicos como citrato, malato, y oxalato y pueden mineralizar
el P organico por la liberacion de enzimas fosfatasas. Las bacterias destacan por la capacidad
de liberar sider6foros para asimilar el Fe, asi como para producir enzimas que solubilizan el
P en los suelos (5).

Existen estudios que describen el uso de las bacterias asociadas con las plantas para
estimular su crecimiento y como gentes mejoradores del suelo y de sanidad vegetal (3). Este
grupo de bacterias son llamados rizobacterias (0 simplemente bacterias) promotoras del
crecimiento de las plantas (RPCV o BPVC) (4), también conocidas como PGPR por sus siglas
en inglés (Plant growth promoting rhizobacteria). Hoy en dia una de las problematicas de la
agricultura intensiva es el uso excesivo de fertilizantes y el poco aprovechamiento de estos
por las plantas. Adicionalmente, la poca capacidad de los suelos para una adecuada
restauracion, se convierte en un problema mayor. Por lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue llevar a cabo un estudio exploratorio del aislamiento de bacterias de rizosfera,
productoras de sider6foros o enzimas fosfatasas en un agroecosistema.

Materiales y Métodos

Se colectaron seis muestras de suelo de forma aleatoria en rizosfera de cultivo de palma, en
las instalaciones del rancho Xamantun perteneciente al Instituto Tecnoldgico de China.
Seguidamente, las muestras fueron procesadas en el laboratorio de Usos Multiples del
Instituto Tecnoldgico de China. El aislamiento se llevd a cabo por diluciones seriales de 10-1
hasta 10-5, cada una por duplicado (5).

El in6culo se hizo en cajas Petri con medio agar Pikovskaya (medio especifico para
bacterias solubilizadoras de fosfato). Las cajas inoculadas fueron observadas cada 24 horas
para buscar colonias bacterianas que presentaran actividad solubilizadora de fosfato mediante
la formacion de un halo transparente a su alrededor en el medio de cultivo (1). Las colonias
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que presentaron formacion de un halo transparente fueron aisladas en agar de soya y
tripticaseina (TSA) y agar papa y dextrosa (PDA) e incubadas a 28 + 2 °C durante 72 hrs.
Transcurrido el tiempo las colonias seleccionadas fueron resembradas tres veces para su
caracterizacion por morfologia colonial y celular. La determinacion de la produccion de
sideroforos se realizo usando el agar CAS (chromo azurol S). En condiciones asépticas todas
las soluciones del medio agar CAS fueron mezcladas y transferidas a cajas Petri. El lote de
bacterias seleccionadas por la formacion del halo en agar Pikovskaya fueron evaluadas por la
produccion de siderdforos, se procedi6 a cultivar las bacterias en el agar CAS, incubandolas
por 48 hrs a 28 + 2 °C. El cambio de color azul a rosa en el medio donde crecieron las colonias
indico la produccion de sidero6foros. Como control positivo se utilizo la bacteria Escherichia
coli. Por otro lado, la determinacion de actividad fosfatasa de las cepas seleccionadas se llevo
a cabo siguiendo la modificacion del método establecido por (4).

Las cepas fueron cultivadas en 10 mL del medio de cultivo TSB y PDB durante 48 hrs
por triplicado. Posteriormente, la biomasa fue separada mediante centrifugacién a 6,000 rpm
durante 10 min. Una vez obtenido el pellet de biomasa se agregd 1 mL de buffer Tris-HCI (50
mmol a pH 8.0). La lisis celular se realiz6 en un bafio de ultrasonido a 40 kHz/seg durante 10
min, la solucidn final fue centrifugada a 6,000 rpm durante 10 min para remover la biomasa
remanente (3). 200 pl del extracto celular fue transferido a viales de vidrio, seguidamente se
adicion6 C del sustrato p-nitrofenil fosfato (Sigma-Aldrich), dejando incubar durante 30 min
a 35 °C. Para la interpretacion del resultado se realiz6 un control que contenia 200 ul del
buffer y 300 ul de reactivo p-nitrofenil fosfato liquido, pasando los 30 min de incubacion, los
resultados con actividad de enzimas fosfatasas se reflejan con un color amarillo en contraste
con el control que permanece sin cambio de coloracion.

Resultados y Discusion

Un total de 33 cepas fueron aisladas de manera preliminar después de 72 h de incubacién a 28
+ 2 °C, de estas 33 cepas, fueron seleccionadas 24 teniendo como criterio de seleccion la
formacion de un halo transparente alrededor de la colonia en crecimiento en agar Pikovskaya.
Estas 24 cepas fueron caracterizadas de acuerdo a como se describe en la Tabla 1.

Con respecto a la evaluacion de la capacidad productora de sider6foros, de las 16 cepas
bacterianas cultivadas en medio CAS, Gnicamente 6 cepas dieron positivo al cambio de color
rosa en el medio durante su crecimiento, de esta manera se considerd positivo la produccién
de sider6foros (Figura 1). Respecto a la produccién de enzimas fosfatasas, de las 16 cepas
solo 4 dieron positivas a la produccién de estas enzimas.

A B) C)

\ R\
\ AN
N Aislado 20 N N Aislado 21

Fig. 1. A) Medio de cultivo CAS si crecimiento bacteriano. B) Aislado 20 con produccion de
sideroforos. C) Aislado 21 sin produccion de sideréforos.
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De las 24 cepas seleccionadas y caracterizadas por su morfologia colonial, 8 ya no
presentaron crecimiento, por lo tanto, se llevo a cabo la caracterizacién celular por tincion de
Gram de las 16 cepas restantes para proceder posteriormente a la evaluacién de la produccién
de sideroforos y enzimas fosfatasas, de estas todas fueron Coco Gram-.

Tabla 1. Caracterizacion colonial de las 24 cepas seleccionadas.

No. Cepa Aspecto  Borde Color Crecimiento  Forma

1 Aislado 01  Brilloso  Entero Crema Convexa Redondo
2 Aislado 02 Brilloso  Entero Crema Convexa Redondo
3 Aislado 04 Brilloso  Entero Crema Convexa Redondo
4 Aislado 05 Brilloso  Entero Crema Convexa Redondo
5 Aislado 06  Brilloso  Entero Crema Convexa Redondo
6 Aislado 07  Brilloso  Entero Translucida Convexa Redondo
7 Aislado 08 Brilloso  Entero Crema Convexa Redondo
8 Aislado 09  Brilloso  Entero Crema Convexa Redondo
9 Aislado 10  Brilloso  Entero Crema Convexa Redondo
10  Aislado 12 Brilloso  Entero Crema Convexa Redondo
11 Aislado 13  Brilloso  Entero Crema Convexa Redondo
12 Aislado 14  Brilloso  Entero Crema Convexa Redondo
13 Aislado 15 Brilloso  Ondulado Crema Convexa Redondo
14  Aislado 16 Brilloso  Entero Amarillo Convexa Redondo
15 Aislado19 Brilloso  Ondulado Crema Convexa Irregular
16  Aislado20 Brilloso  Entero Crema Convexa Redondo
17 Aislado 21  Brilloso  Entero Crema Plana Redondo
18  Aislado 22 Brilloso  Entero Amarillo Plana Redondo
19 Aislado 23  Brilloso  Entero Crema Convexa Redondo
20 Aislado 24  Brilloso  Entero Crema Convexa Redondo
21 Aislado 25 Brilloso  Entero Crema Plana Redondo
22 Aislado 26  Brilloso  Irregular  Translucido Plana Irregular
23 Aislado 27 Brilloso  Ondulado Crema Plana Irregular
24 Aislado 28  Brilloso  Entero Crema Convexa Redondo

Conclusiones

En el presente trabajo de investigacion se llevo a cabo una estrategia para el aislamiento de
microorganismos productores de sider6foros y enzimas fosfatasas provenientes de la rizosfera
de suelos de agroecosistemas del rancho Xamantun perteneciente al Instituto Tecnolégico de
China. Durante el aislamiento fueron seleccionados 24 cepas siendo el 73 % de un total de 33
cepas que crecieron en agar Pikovskaya, la caracteristica principal en la seleccion fue la
formacion de un halo transparenté alrededor de la colonia en el medio de cultivo como
indicativo de una previa actividad solubilizadora. Los resultados obtenidos, en este trabajo de
investigacion, permitieron confirmar que el 25% (4 cepas) de 16 cepas aisladas dieron positivo
a la actividad de enzimas fosfatasa, por otro lado, los resultados para produccion de
sider6foros confirmaron que del total de aislados solo dieron positivos al 37% (6 cepas).
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Sintesis de nanoparticulas de 0xido de Zinc asistida con extractos
de Lippia graveolens, su antagonismo contra hongos fitopatdégenos
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Resumen

En este trabajo se sintetizaron mediante una metodologia de bajo impacto ambiental
nanoparticulas de oOxido de zinc (NPs ZnO), utilizando extractos de hojas de Lippia
graveolens. Los extractos de esta plantaa contienen metabolitos como el timol, carvacrol y
eugenol que nos permiten la reduccion y estabilizacidn de las nanoparticulas. Se confirmé la
sintesis de las NPs ZnO por medio de difraccion de rayos X y microscopia de barrido
electronico, las NPs mostraron una morfologia irregular semiesférica, con tamafios menores
a 30 nm. Los ensayos de antagonismo de las NPs demostraron tener un control sobre el
crecimiento micelial de Alternaria solani y Fusarium oxysporum; siendo la concentracién de
1000 mg Lt la més efectiva para el control in vitro de estos hongos fitopatdgenos, las cuales
inhibieron en 65% (65.22+0.50) el crecimiento de A. solani y redujeron en 66 %
(2.44x107+0.006) la produccion de esporas con respecto al control; en cuanto a F. oxyporum
lograron inhibir el crecimiento en 62 % (62.4+0.51) y en 55% la produccion de esporas
(3.33x107+0) con respecto al control. Los resultados obtenidos demuestran que las NPs ZnO
obtenidas con extractos de hojas esta planta, pueden emplearse como una alternativa en el
control de hongos fitopatdgenos, reduciendo el impacto ambiental por el uso de excesivo de
fungicidas sintéticos.

Palabras clave: Alternaria solani, Fusarium oxysporum, Agronanotecnologia.
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Introduccion

La nanotecnologia (NT) es un area de la ciencia que se dedica al estudio, disefio, sintesis y
manipulacion de materiales, sustancias y dispositivos de la materia con un rango de dimension
de 1-100 nm (1). Existen diversos materiales derivados de la hanotecnologia, sin embargo, las
mas conocidas y estudiadas son las nanoparticulas (NPs). Las cuales son estructuras con al
menos una dimension entre 1y 100 nm, que por sus propiedades fisico-quimicas y relacion
superficie-tamario de volumen pueden mejorar las funciones bioldgicas de las mismas (2).

La aplicacion de las NT, a traves del uso de las NPs han encontrado &reas de
oportunidad en la industria como, la farmacéutica, médica y el sector agricola (3). En la
actualidad, la agricultura se ve beneficiada por la amplia investigacion del uso de NPs como
nanofertilizantes, estimuladores de germinacion y crecimiento de plantulas, nanosensores y
nanopesticidas (4). Debido a que elementos como la plata (Ag*t), Cobre (Cu*?), Zinc (Zn*?)
entre otros, son antagonicos de organismos fitopatdgenos (5), uno de los métodos para la
sintesis de NPs es la sintesis verde, la cual emplea extractos vegetales para la bioproduccién
de material tamafio nano, las biomoléculas del extracto, tales como proteinas, polisacaridos,
alcaloides, taninos, fenoles, saponinas, entre otros; favorecen a la reduccion de compuestos
inorganicos (Ag*) y estabilizacion de dxidos metalicos (ZnO, Al,Os), brindando un efecto
sinérgico antagonico por los residuos de las biomoléculas antes mencionadas, ademas de ser
un método de sintesis amigable con el ambiente (6).

Hoy en dia las aplicaciones excesivas de pesticidas han generado resistencia a plagas
y enfermedades, ademas de impactar negativamente a los ecosistemas, generando
desequilibrios en la produccion de cultivos y aumento los gastos de produccion (7). En este
contexto, el uso de NPs sintetizadas a partir de extractos de plantas, busca impactar en la
agricultura ofreciendo métodos de control sobre organismos fitopatdégenos de forma ecoldgica
y sustentable (8). Esta investigacion tuvo como objetivo utilizar extractos de plantas de Lippia
graveolens para sintetizar nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs ZnO) con la finalidad de
observar su efecto antagdnico contra el crecimiento de hongos de Fusarium oxysporum y
Alteranria solani dos hongos fitopatdgenos causantes de importantes pérdidas econémicas en
los cultivos agricolas.

Materiales y Métodos

Preparacion del extracto acuoso. Se colectaron hojas y tallo Lippia graveolens HBK
(Orégano) de los municipios de Viescas, Coahuila durante la primavera -verano 2018. El
material vegetal se seco a una temperatura de 70 °C por 24 h. Posteriormente, el material fue
pulverizado con ayuda de una licuadora. Se tomaron 10 g de la muestra de hojas previamente
pulverizadas y se realiz6 un método de decoccion a 60 ° C por una hora. Después se filtré con
papel filtro, para eliminar los restos vegetales recolectando el sobrenadante.

Sintesis de nanoparticulas de éxido de zinc asistida con extractos plantas. Se prepard
una solucion 0.5 M de nitrato de zinc la cual se mezclo con en el extracto acuoso de la planta
descrito anteriormente. La mezcla se mantuvo a 90 °C en agitacidn constante hasta conseguir
una pasta. La pasta obtenida se dejé enfriar, y se transfirié a un crisol de porcelana para dejar
a 80 °C por 12 horas. Posteriormente, se llevo a una mufla donde se realiz6 un tratamiento
térmico a 400 °C por 1 h. La muestra se pulverizd con ayuda de un mortero de porcelanay se
guardd en tubos de centrifuga hasta su uso.

Las NPs se caracterizaron por difraccion de rayos X (DRX) de las NPs utilizando un
difractémetro Rigaku Ultima I'V con una fuente de radiacion de CuKa, operado a 44 mA 'y 40

[37]



Kv, en un rango de barrido de 10 a 80° en escala 20, a una velocidad de 0.02 °/s. Se
identificaron las fases cristalinas presentes en la muestra, mediante la comparacion con los
patrones estandar de la base de datos del International Centre for Diffraction Data (ICDD). El
tamafio de cristalita se determind con la ecuacion de Scherrer, usando los patrones de
difraccion obtenidos de cada muestra mediante el uso del software Jade 6. Adicionalmente se
analiz6 la morfologia de las NPs mediante microscopia electronica de barrido (SEM).

Evaluacion del efecto antifungico in vitro de las nanoparticulas. Se evalu la actividad
antifungica de las NPs ZnO contra las dos cepas de hongos fitopatdgenas Alternaria solanni
y Fusarium oxysporum, fueron adquiridas de la coleccién del Departamento de Parasitologia
de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN). Se utiliz6 la metodologia de
medio envenado descrita por Esparza-Arredondo (9). En este estudio se manejaron las
siguientes concentraciones de NPs: 0, 150, 250, 500, y 1000 mgL™. Se preparé medio PDA
(Agar Papa Dextrosa) adicionado con extracto de malta y extracto de levadura, el cual se
esterilizd en autoclave a 121 °C por 15 min. Al cual se le adicionaron las NPs al finalizar la
esterilizacion del medio PDA, se agito brevemente para homogenizar la solucion con el medio
y se vacio en cajas Petri. Los hongos se inocularon por medio de explante en los medios y se
incubaron a 27 °C por 10 dias. EI parametro evaluado fue el didmetro de crecimiento radial,
el cual se midié con ayuda de un vernier, para poder calcular el porcentaje de inhibicion con
la formula descrita por Orbera et al., (10). Se utilizé el procedimiento descrito por Bustillo
(11) para cuantificar suspensiones de esporas de hongos.

Resultados y Discusion

Después del tratamiento de calcinacion se obtuvo un polvo el cual fue homogenizado con
mortero y pistilo, posteriormente estas muestras fueron caracterizadas para confirmar la
formacion de las NPs. En la Figura 1A se muestra la caracterizacion de las NPs ZnO por
difraccion de rayos X. Para facilitar la identificacion de los patrones de difraccion del ZnO, el
difractograma se comparo con reportado en el banco de datos del ICDD (International Centre
Diffraction Data). Se observa la presencia de picos caracteristicos localizados a 31.84, 34.44,
36.26, 47.56, 56.6, 62.9, 66.52, 67.96, 69.12 y 72.76° atribuidos a las reflexiones de los planos
(100), (002), (101), (102) (110), (103), (200), (121), (201), y (202) con una estructura
hexagonal correspondiente al ZnO (JCPDS No. 36-1451).

Las micrografias obtenidas (Figura 1B) demostraron que con el extracto de L.
graveloens se formaron aglomeraciones en la superficie y una la morfologia semi-circular,
presentado variaciones de tamario dentro de los aglomerados aproximado de entre 25y 20 nm.
Estos resultados obtenidos a través del SEM, son similares conforme lo reportado en la
literatura. Ahmad y colaboradores, (12) quienes describen la morfologia y tamafio del ZnO,
siendo esféricas con un tamafio de 40-50 nm, las cuales se sintetizaron con extracto de
Eucalypthus globulus, describiendo que la aglomeracion de las NPs es mayor cuando se
emplea este método (sintesis verde), debido a que la forma agrupada de las NPs confirma la
presencia de desechos bioldgicos del extracto. Lakshmeesha y colaboradores (13) describid la
morfologia de NPs ZnO sintetizadas por Melia azedarach siendo hexagonales con un tamafio
de 30-40 nm formando también agregados de NPs. Las micrografias obtenidas de las NPs,
muestran en general una aglomeracion en la superficie de las muestras analizadas,
caracteristica que se asimila por el uso de los extractos de plantas utilizados para su formacion,
las cuales producen este efecto.
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Fig. 1. A) Difractograma de las nanoparticulas ZnO sintetizadas a 400°C de calcinacién, los
cuadros rojos indican las reflexiones caracteristicas del éxido de zinc. B) . Micrografia de
SEM de las nanoparticulas de ZnO.

Antagonismo in vitro contra hogos fitopatdgenos. La evaluacion de crecimiento de Alternaria
solani se realizo cuando esta alcanzd el 100% de crecimiento micelial, el cual fue 7 dias
después de la siembra, mientras que la evaluacion del crecimiento de F. oxysporum se realizo
al 8 dia después de la siembra. En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos por los
diferentes tratamientos de NPs ZnQO sobre el crecimiento del micelio. El efecto antagonista de
las NPs se correlaciona con el incremento en la concentracion de las mismas, por lo que, a
dosis mas altas (1000 mg L) se observo el mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial como se muestra en la Tabla 1. Las NPs ZnO lograron inhibir el 50 % del crecimiento
radial a partir de 500 mg L?, alcanzando un 65.22+0.50 % a la maxima concentracion
evaluada.

Estos resultados obtenidos son similares con lo reportado por Abdelhakim y
colaboradores (14) al obtener efectos inhibitorios de A. solani a partir de 200 mg L con NPs
de ZnO sintetizadas por A. tenuissima obteniendo mayor diametro de inhibicion a 400 mg L-
1 También, Ali et al. (15) reportan el control el crecimiento de A. solani con el uso de NPs
ZnO sintetizadas por extracto de Neem en 45%. Demostrando que la aplicacion de NPs de
oxido de zinc genera efectos antagonicos en el crecimiento de A. solani.

Con respecto a F. oxysporum el aumento en la concentracion de NPs se correlaciona
con su efecto antagdnico por lo que a dosis mas altas (1000 mg L) se obtuvo mayor efecto
de inhibicion en el crecimiento del patdgeno. Las NPs ZnO exhibieron un efecto antagénico
a partir de 500 y 1000 mg L, inhibiendo en 36.26 +0.97 y 62.45 +0.51 % respectivamente,
sin mostrar efecto antagonico a concentraciones de 150 y 250 mg L, donde las NPs no
tuvieron un efecto alguno en el crecimiento de F. oxysporum.

Estos resultados obtenidos con las NPs ZnO en la inhibicion del crecimiento de F.
oxysporum son los similares con Lakshmeesha et al. (16) donde se obtuvo un efecto de
inhibicion de este hongo a partir de concentraciones altas (>250 mg L) con NPs ZnO
sintetizadas con extracto de M. azedarach las cuales tenian un tamafio promedio de 40-30 nm,
esto puede ser debido a la tolerancia que presenta F. oxysporum a condiciones de estrés. Por
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su parte, Abdelhakim et al. (14) reportaron la inhibicién del crecimiento micelial de F.
oxysporum con NPs ZnO sintetizadas por A. tenuissima en 17% a 400 mg L?, a
concentraciones menores (100 y 200 mg L) no presentd control alguno en el crecimiento del
patdgeno. El efecto antagdénico de las NPs conforme la concentracidn se incremento, este
efecto se correlaciona con la capacidad que tiene F. oxysporum para tolerar concentraciones
de iones metélicos en sus conidios (hipersensibilidad) evitando que la malformacion de hifas
se presente a mayores concentraciones (17).

Tabla 1. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los hogos fitopatdgenos evaluados
por efecto de las nanoparticulas de éxido de zinc

Concentracion (mgL™)

150 250 500 1000
Alternaria solani 26.10£1.50 47.63+£1.26 57.73+0.85 65.22 +£0.50
Fusarium oxysporum  0.00 £0.00 0.00 £0.00 36.26 £0.97 62.45 +0.51

Cepa

La evaluacién del conteo de esporas se realizd después que se presentd el 100% del
crecimiento micelial, de los hongos en estudio. Se utilizd la metodologia reportado por
Bustillo (11) con un factor de dilucion de 102. En la Tabla 2, se observa el efecto de las NPs
sobre la produccion de esporas de A. solani y F. oxysporum.

Tabla 2. Efecto de las nanoparticulas de ZnO sobre la de esporas de los hongos fitopatdgenos
evaluados.

Hongo Concentracion (mgL™)

500 1000
Alternaria solani
Control 5.57x107 +0.09 5.57x10" +0.09
NPs ZnO 3.00x107 +0.00 2.44x10" +0.006
Fusarium oxysporum
Control 7.37x10" £0.05 7.37x107 +£0.05
NPs ZnO 3.63x107+0.01 3.33x107 +0.00

En la Tabla 2 se muestra el efecto de las en la produccion de esporas NPs ZnQO, estas generaron
una disminucion en la produccion de esporas en A. solani del 45% (3x107+0.0 esporas/ml) a
500 mg L con respecto al control (5.57x107 +0.09), aumentando su efecto a 1000 mg L*
disminuyendo en 56% (2.44x107+0.006 esporas/ml). En F. oxysporum la aplicacion de NPs
ZnO redujo también la produccion de esporas en un 50% (3.63x107 +0.01) a partir de 500 mg
L1 con respecto al control (7.37x107+0.05) y logra inhibir su produccién en 55 %
(3.33x107+0.0 esporas/ml) a 1000 mgL™. Teniendo un mayor control en la produccion de
esporas con esta cepa. Se sabe que las esporas germinadas de hongos patdgenos desemperfian
un papel importante en la colonizacién e infeccion de plantas (18). Por lo tanto, la tasa de
inhibicion de la germinacion de las esporas reduce significativamente la amenaza de los
hongos patogenos. Las NPs biosintetizadas pudieron inhibir eficazmente la germinacién de
esporas, resultados similares han sido reportados en otros estudios (19).
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El efecto de las NPs ZnO en la produccién de esporas de F. oxysporum demostré ser
eficaces al reducir en mas del 50% la produccion de esporas a partir de 500 mg L2, Al
respecto, Ali et al. (15) mencionan que los efectos en la disminucion de esporulacién de
hongos se deben principalmente al tamafio de las nanoparticulas y su concentracion empleada,
debido a que se generan mayores efectos conforme el tamafio disminuye y la concentracion
se aumenta causando mas dafios en las malformaciones de las estructuras del hongo,
reduciendo su agresividad en el dafio de los cultivos.

Conclusiones

La sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc fue posible empleando los extractos de Lippia
graveolens, las cuales exhibieron actividad antifungica contra los hongos fitopatdgenos:
Alternaria solani y Fusarium oxysporum.
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Especies endofitas de Trichoderma spp. en el control de
Phytophthora cinnamomi
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Resumen

La pudricién de raices causada por Phythophtora cinamommi es un factor limitante en el
rendimiento del aguacate en Mexico y el mundo, una alternativa eficiente para reducir
pérdidas es el control bioldgico a través de Trichoderma spp. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar la capacidad antagonica in vitro y en invernadero de 10 especies endofitas de
Trichoderma (obtenidas de aguacate y canela) frente a P. cinnamomi, en la confrontacion in
vitro se midio el porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial radial de Trichoderma spp.
y P. cinnamomi con la escala de Bell y la incidencia en plantulas de aguacate. Se identificaron
cuatro aislamientos de T. asperellum, tres de T. harzianum, uno de T. hamatum (T-A12) y T.
kogningiopsis, T. asperellumy T. harzianum presentaron 78.3 y 38.6% de inhibicion. El modo
de accion fue parasitismo, vacuolacion y enrollamiento micelial. La incidencia de la
enfermedad de plantulas con sintomas de marchitez y muerte disminuyd mas del 50% en
presencia de Trichoderma. Se concluye que las cepas nativas de T. asperellum y T. harzianum
contribuyen positivamente al biocontrol de P. cinnamomi in vitro y plantulas de aguacate.

Palabras clave: Biocontrol, Trichoderma spp., inhibicién, incidencia.

Introduccion

Especies del género Phytophthora spp. infectan una gran variedad de plantas silvestres y
cultivadas en todo el mundo; la subespecie Phytophthora cinnamomi afecta severamente al
cultivo del aguacate se encuentra ampliamente distribuida globalmente, este oomycete
representa una amenaza al ecosistema natural; lo mismo ocurre con otras especies frutales
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(4,11). P. cinnamomi causa la pudricion de raices, enfermedad conocida en México como la
tristeza del aguacatero; la infeccién causada por P. cinnamomi eventualmente coloniza y
destruye el sistema vascular de troncos, incluso puede dafar la calidad de los frutos (13, 1).
En México, se reportd en los estados de Querétaro, Guanajuato, Michoacén y en el municipio
de Atlixco, Puebla, afecta aproximadamente al 5% de la superficie cultivada. Ademas, se
atribuye la desaparicion de plantaciones de aguacate a consecuencia de P. cinnamomi (17,18).

Es comun en la agricultura convencional, que para evitar la pudricion de raices de las
plantas y aumentar la productividad, se recurra al uso indiscriminado de fungicidas altamente
toxicos y fertilizantes quimicos (9,3) los cuales generan un impacto ambiental negativo a los
agroecosistemas. El uso de los hongos filamentosos como agentes de biocontrol, representan
una alternativa eficaz para los sistemas de produccién agricola y la disminucion del uso de
sustancias toxicas. Desde hace décadas, se han realizado investigaciones acerca del uso de
diferentes especies del género Trichoderma; se han observado multiples mecanismos de
accion. Existen diferentes especies de Trichoderma que desempefian un rol importante en los
diferentes sistemas agroforestales y ecosistemas naturales, se consideran agentes de control
biol6gico, pues actlian contra patégenos de importancia agricola.

Existen diversos estudios de especies de Trichoderma obtenidos de la rizosfera y su
inferencia en la sanidad de las plantas de importancia agricola y de la evaluacion de su
actividad antagonica contra los fitopatdgenos de suelo in vitro, en invernadero y en las
plantaciones en produccién. Sin embargo, existen pocos estudios donde el indculo se obtenga
de secciones de raices para acceder a la region intracelular de las mismas del cultivo de
avocado. Asimismo, en México hay pocas especies de Trichoderma aisladas directamente de
raices de avocado y canela. En esta investigacion, se evaluo la capacidad antagénica in vitro
y en invernadero 10 especies endofitas de Trichoderma (obtenidas de aguacate y canela) frente
a P. cinnamomi.

Materiales y Métodos

Los aislamientos nativos de Trichoderma spp. se obtuvieron de raices de aguacate (Persea
americana var. drymifolia) colectadas en los estados de Michoacan, Guadalajara, Puebla,
Hidalgo, Veracruz y Tlaxcala (Tabla 1). Las raices se lavaron con agua del grifo, se
sumergieron en hipoclorito de sodio 1 % por 30 s, posteriormente se enjuagaron con agua
destilada estéril y se sembraron fragmentos de las raices de 1 cm en medio de cultivo papa-
dextrosa-agar (PDA) adicionado con 50 mg de cloranfenicol. Posteriormente se realizo el
cultivo monosporico y purificacion de los aislamientos obtenidos. El aislamiento de P.
cinnamomi fue la CPO-PCU (Genbank JQ266267); se reactivd en medio agar-Jugo-V8,
incubando a 28 °C (1).

Caracterizacion morfoldgica. En la identificacion de las de especies nativas de
Trichoderma se utilizaron claves taxonémicas de Barnett y Hunter (2).

Extraccion de DNA y amplificacion de PCR. Se utilizo CTAB 2% (Tris-HCL 10 Mn,
Ph8; H20 20 Mm, pH 8; CTAB 2%; NaCl 1.4 M a 60 + 2 °C) con modificaciones (14). Para
la amplificacion, se utilizaron los iniciadores ITS5 e ITS4 (19). Se secuenciaron dos hebras
usando el Kit de secuenciacién de ciclos BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, USA)
en un secuenciador analizador genético 3130 (Applied Biosystems, USA). Todas las
alineaciones de secuencias de DNA se ensamblaron y editaron con el software BioEdit v7.0.5

(7).
Antagonismos in vitro. Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con
cuatro repeticiones y 10 tratamientos, se midieron las variables de porcentaje de inhibicion
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del crecimiento radial (PICR), PICR%=(R1-R2) /R1 x100, donde PICR = Porcentaje de
Inhibicion de Crecimiento Radial, R1 = crecimiento radial (mm) de P. cinnamomi sin
Trichoderma spp., R2 = crecimiento radial (mm) de P. cinnamomi con Trichoderma spp. (5).

Incidencia de plantulas en invernadero. Se establecié un experimento completamente
al azar. Cada uno de los aislamientos de Trichoderma spp., se inocularon en 20 plantulas de
aguacate con 5 mL a una concentracion de 1x10° fragmentos de micelio mL? de P.
cinnamomi. Las plantas de aguacate testigo se regaron con agua estéril. Posterior a 20 dias de
la inoculacién, la incidencia se evalu6 con base al porcentaje plantas asintomaticas, plantas
con marchitez y plantas muertas.

Resultados y discusion

Caracterizacion de Trichoderma spp. Los 10 aislamientos de Trichodema endofitos,
obtenidos de raiz de aguacate y canela, correspondieron a cuatro aislamientos de T.
asperellum (T-AS1, T-AS2, T-AS6 y T-AS7), tres de T. harzianum (T-H3, T-H4 y T-H5),
uno de T. hamatum (T-A12) y dos de T. koningiopsis (T-K8 y T-K11). Las secuencias de los
10 aislamientos de Trichoderma fueron depositadas en el GenBank. Las especies endofitas de
Trichoderma se identificaron taxondmica y morfolégicamente a T. asperellum, T. harzianum
y T. koningiopsis (10).

Los aislamientos se caracterizaron por mostrar espirales con fialides con forma de
botella a largadas posterior a la mitad de las mismas, los conidios se observaron globosos a
subglobosos (6, 15). Antes de esta investigacion, se desconocia qué especies de Trichoderma
habitaban la raiz de aguacate en México. Entre las especies ampliamente investigadas se
encuentra T. harzianum, la mé&s utilizadas contra de la raiz (9, 16).

Porcentaje de inhibicién. El antagonismo in vitro, T. asperellum (T-AS1, T-AS2), T.
harzianum (T-H3, T-H4) mostraron inhibicion menor del 65.3% (P<0.05); pero, el porcentaje
mas alto de inhibicion lo obtuvo T-AS2 correspondiente a T. asperellum con 78.32% de
inhibicion. Los aislamientos de T. asperellum son poco estudiadas, sin embargo, tienen
potencial de inhibir el crecimiento de P. cinnamomi; también se encontré un buen
comportamiento de T-H3 correspondiente a la especie de T. harzianum que presenté el 73.33
% de inhibicion. La inhibicion de T-H5 que corresponde a T. harzianum con 38.66%, presento
el valor mas bajo. Los aislamientos T. harzianum T-H4 y T. asperellum T-AS1 presentaron
una inhibicién moderada en la misma proporcion (69.15%). Las especies con un desempefio
de moderado a bajo, fueron cinco, dos de T. asperellum T-AS7 y T-AS6 (51.5 y 53.33 %),
uno de T. hamatum T-A12 (50.99 %) y dos aislamientos de la especie T. koningiopsis T-K8 y
T-K11 (46.99 y 47.33 %).

Diferentes especies de Trichoderma son conocidas por su actividad antagonica
eficiente; la confrontacion de cultivos duales de T. asperellum, T. harzianum, T. koningiopsis
y T. hamatum contra un aislamiento virulento de P. cinnamomi (CPO-PCU) indic6 que T.
asperellum, T-AS2, inhibi6é en 78.32 % y T. harzianum, T-H3, en 73.33 %.

La mayoria de especies de Trichoderma se ubicaron en la clase I, con capacidad
antagonica eficiente por sobrecrecer en la colonia de P. cinnamomi (Tabla 1) y ocasionalmente
en clase 2 de Bell. En la incidencia de la enfermedad, las plantulas de aguacate presentaron
menor incidencia de sintomas de marchitez cuando se inocularon con T. harzianum, T-H5, T.
asperellum T-AS2 y T. koningiopsis T-K11, y obtuvieron entre 70 y 80 % de plantas
asintomaticas (Figura 1); es decir, a mayor porcentaje de plantas asintomaticas menor
porcentaje de plantas con sintomas de marchitez o muerte de plantulas de aguacate.
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Tabla 1. Evaluacion de porcentaje de inhibicion de Trichoderma spp. sobre Phytophthora
cinnamomi.

GenBank Especies de

Aislamiento Numero de Localidad Trichoderma PIRG
Accesion %

T-AS2 MK779008 Hidalgo T. asperellum 78.322
T-H3 MK780094 Tlaxcala T. harzianum 73.33 2
T-H4 MK779064 Puebla T. harzianum 69.15 P
T-AS1 MK778890 Hidalgo T. asperellum 65.30 P
T-AS6 MK791646 Michoacéan T. asperellum 53.33¢
T-AS7 MK791647 Michoacan T. asperellum 51.50°¢
T-Al2 MK791650 Veracruz T. hamatum 50.99 ¢
T-K11 MK791648 Guadalajara T. koningiopsis 4733
T-K8 MK791649 Puebla T. koningiopsis 46.99 o
T-H5 MK784067 Tlaxcala T. harzianum 38.66 ¢

* Letras diferentes dentro de la columna denotan una diferencia significativa entre los valores medios de los
tratamientos, segun la prueba de Tukey en p <0.05.

100 7

80 |

60 |

40 ¢

20 |

% Incidencia de la Enfermedad

Sintomas de
Sin sintomas marchitez m Muerte

Fig. 1. Phytophthora cinnamomi. El porcentaje de incidencia de enfermedades se reduce en
condiciones de invernadero. *Letras diferentes denotan los tratamientos que son
significativamente diferentes segun la prueba de Tukey en p <0.05.
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Las diferentes especies nativas de T. harzianum, atribuyen una buena interaccion entre la
presencia del patdgeno a la introduccién de especies de Trichoderma y la interaccion de la
planta. La capacidad endofitica de estos agentes de control biologico se le conoce como
holobioma, expresada como la complejidad simbidtica de las interacciones de Trichoderma
spp. que habitan en las raices (12, 8).

Conclusiones

Las especies de Trichoderma endofitos con mejor comportamiento in vitro fueron los
aislamientos TAS-2 y TH-3, y en plantulas de aguacate T. asperellum T-AS7, con 80% de
plantulas asintomaticas; en el caso de los aislamientos de T. harzianum, T-H5, T. asperellum
T-AS2 y T. koningiopsis T-K11 participaron activamente en la pudricion de raices; sin
embargo, hubo plantas con marchitamiento. La introduccién de Trichoderma spp. como
agente de control biolégico promueven la sanidad de las raices. La inoculacion con los
aislamientos de Trichoderma spp. disminuyeron el porcentaje de incidencia por P. cinnamomi,
mostrando un incremento en la sanidad de las plantulas de aguacate.

El uso de cepas enddfitas de Trichoderma, aislados de los espacios intracelulares de
raices de aguacate y canela, contribuyeron eficientemente en el biocontrol in vitro e
invernadero contra el fitopatdgeno P. cinnamomi causante de la pudricion de raices del
aguacatero.
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Avances en la identificacion autonoma en la agricultura con
teléfonos inteligentes

Loera-Alvarado Gerardo'”

Resumen

La disponibilidad actual de teléfonos inteligentes en México constituye un area de oportunidad
para acercar el conocimiento y la tecnologia al sector agricola. Las herramientas para crear
modelos de aprendizaje profundo (Deep Learning) e incorporarlos directamente en teléfonos
inteligentes ha permitido realizar identificacion autbnoma de diversas variables a nivel de
campo con gran exactitud. El objetivo del presente trabajo fue conocer los principales modelos
de Depp Learning utilizados para la identificacién autbnoma con teléfonos inteligentes en el
area de la agricultura, en los ultimos dos afios. Se realizé una investigacion documental de las
publicaciones realizadas en el mundo durante el 2019 y 2020, donde se haya aplicado algun
modelo de aprendizaje autbnomo directamente en Smartphones para realizar identificacion
autonoma. Se encontrd que el modelo mas usado con las Redes Neuronales Convolucionales
(CNN). La creacion y entrenamiento o reentrenamiento (Transfer Learning) de los modelos
se realiza principalmente con la herramienta TensorFlow®. Los modelos se han orientado a
la identificacién de enfermedades y estado de madurez en diversas especies con una exactitud
entre 70% y 99%. Las Redes Neuronales Convolucionales pueden contribuir a la
identificacion auténoma en la agricultura con ayuda de un teléfono inteligente con una amplia
aplicacion.

Palabras clave: Red Neuronal Convolucional, Smartphones, imagenes digitales.

Introduccion

En México, para el 2019 existian mas de 86.5 millones de usuarios de teléfonos celulares, de
los cuales cerca del 90% correspondia a teléfonos inteligentes 0 Smartphones. El 45% de la

IColegio de Posgraduados, Campus San Luis Potosi. Posgrado en Innovacion en el Manejo de Recursos
Naturales. Salinas de Hidalgo, CP 78620, San Luis Potosi, México.
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poblacién en el medio rural tuvo acceso a los teléfonos celulares. Sin embrago, el principal
uso de estos equipos es el entretenimiento (1). Esta disponibilidad de dispositivos mdviles
puede representar un area de oportunidad para llevar el conocimiento y tecnologia a las zonas
de produccion agricola. La combinacion de la potencia de procesamiento de los teléfonos
inteligentes con los modelos de aprendizaje reforzado (Deep Learning) como las Redes
Neuronales Convolucionales (CNN) puede ser una alternativa, relativamente econémica para
los productores, para la identificacion y clasificacion de enfermedades en diversos cultivos
(2). El objetivo del presente trabajo fue conocer los principales modelos de Depp Learning
utilizados para la identificacion autonoma con teléfonos inteligentes en el area de la
agricultura, en los ultimos dos afios.

Materiales y Métodos

Se realiz6 una investigacion documental sobre aquellas publicaciones donde se han utilizado
teléfonos inteligentes en combinacion con modelos de autoaprendizaje para la identificacion
autébnoma en el area agricola, en los ultimos dos afios.

Resultados y Discusion

El uso de modelos de aprendizaje autbnomo directamente en teléfonos inteligentes se ha
enfocado en la identificacion en campo de enfermedades en diversas especies agricolas, estado
de madurez y deteccion de frutos. Las Redes Neuronales Convolucionales (CNN) son el
modelo de mayor aplicacion en este campo de investigacion y proporcionan resultados con
una exactitud cercana al 99%.

Existen diversas arquitecturas de CNN, pero el algoritmo basico se puede concentrar
en dos etapas; el aprendizaje de caracteristicas y la clasificacion (Figura 1). En el aprendizaje
de caracteristicas se aplican los filtros de convolucion, la reduccion de dimensiones (Pooling)
y la rectificacion con la funcion RelL U, estos procesos pueden aplicarse mas de una vez. Las
caracteristicas obtenidas de la imagen se envian a un modelo de clasificacion en formato de
vector con la operacion “Flatten”. Como resultado se obtiene la probabilidad de que la imagen
corresponda a cada una de las categorias empleadas en el entrenamiento.

HEEEEN

|
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Entrada Oculta Salida
. . (Input) (Hidden) (Output)
Convolucion + pooling + ReLU
L ) L ]
Feacture Learning Clasificador

Fig. 1. Ejemplo de una red neuronal convolucional.
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Dentro de las herramientas utilizadas para crear o entrenar las CNN se encuentra
TensorFlow® la cual es de libre acceso y cuenta con diversas librearias que facilitan la
aplicacion y exportacion de los modelos, para su implementacion directa en dispositivos
moviles (Tabla 1).

Tabla 1. Algunos ejemplos de identificacion autdnoma con teléfonos inteligentes.

Identificacion Modelo Herramienta Exactitud (%)
Maduracion artificial (Musa sp.) [3] CNN  OpenCV/Tensorflow  97.0
Estado de madurez (Cafe) [4] KNN - 95.5
Estado de madurez (Aguacate) [5] ANN  OpenCV 88.0
Frutos de kiwi (Rendimiento) [6] CNN  Tensorflow 72.8
Enfermedades (Diversas especies) [7] CNN  Tensorflow 96.0
Enfermedades en solanaceae [8] CNN  Tensorflow 99.0
Enfermedades (Diversas especies) [9] CNN  Tensorflow 80.0
Enfermedades (Citricos) [2] CNN  TensorFlow 99.0

Conclusiones

El uso de herramientas como TensorFlow® permite implementar modelos de aprendizaje
profundo, como las Redes Neuronales Convolucionales, en teléfonos inteligentes. Con esto se
aprovechan las cualidades de dispositivos mdviles para lograr identificaciones autonomas de
diversas variables en campo con exactitud aceptable y costo relativamente bajo.
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Efecto de Acibenzolar-s-metil en la sintesis de fenoles en plantas
de frijol y su accién en contra de Rhizoctonia solani
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Resumen

Las enfermedades de la raiz en el cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris) se encuentran
asociadas a la presencia de hongos que habitan de manera natural en el suelo, entre los que
destaca la especie Rhizoctonia solani. El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto de
acibenzolar-s-metil en la sintesis de fenoles por plantas de frijol, y su efecto contra
Rhizoctonia solani. Se establecieron dos experimentos, el primero para evaluar las
concentraciones de fenoles en nueve tratamientos de hoja de frijol asperjados a 0.0, 0.1y 0.2
mM de acibenzolar-s metil, colectadas a las 4, 8 y 11 horas después de la aplicacion. En el
segundo experimento se evalud la accion antimicrobial de acibenzolar-s-metil en el desarrollo
in vitro de R. solani, en 13 tratamientos, se utilizé un extracto de hoja de frijol previamente
asperjadas a concentraciones de 0.1 y 0.2 mM de acibenzolar-s-metil y colectadas 4, 8 y 11
horas después de la aplicacion, dicho extracto a concentraciones de 3 'y 4% fue colocado en
medio de cultivo PDA (Papa-Dextrosa-Agar), al cual se transfirié micelio de R. solani para
medir la variable de crecimiento, posteriormente se realizé un registro de lecturas del
crecimiento del micelio cada 24 horas. Los resultados obtenidos mostraron que la mayor
concentracion de fenoles se present6 en el tratamiento colectado cuatro horas después de la
aplicacién de acibenzolar-s-metil a concentracién de 0.2 mM. El mejor tratamiento en el
experimento dos fue el colectado ocho horas después de la aplicacion de acibenzolar-s-metil
a 0.2 mM con una concentracion de extracto a 3%.

Palabras clave: Induccion de resistencia, patdégenos, cultivos, inductor exdgeno.
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Introduccion

Uno de los principales problemas que presenta el cultivo de frijol en gran parte del pais son
las enfermedades como la pudricion de raiz causada por hongos de suelo que constituyen un
grupo importante de microorganismos entre los que se encuentra la especie Rhizoctonia solani
Kihn, causante de grandes afectaciones en numerosos cultivos, entre los que se destaca el
cultivo de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.). Para su control se han empleado métodos que
incluyen resistencia varietal, labores culturales, practicas de control biolégico como una
medida en el tratamiento de la semillay el suelo (1).

En México como en gran parte del mundo, el uso de plaguicidas es la practica mas
utilizada, ya que son productos quimicos de gran influencia en la agricultura para proteger a
los cultivos contra insectos, hongos, malezas y otras plagas. Sin embargo, los plaguicidas son
potencialmente toxicos para los seres humanos. Pueden tener efectos perjudiciales para la
salud, por ejemplo, provocar cancer o acarrear consecuencias en los sistemas reproductivo,
inmunitario o nervioso (2). El uso cotidiano de esos quimicos contribuye a la crisis de la
agricultura que dificulta la preservacion de los ecosistemas, los recursos naturales, y afecta la
salud de las comunidades rurales y de los consumidores urbanos. La busqueda de la
productividad a corto plazo por encima de la sustentabilidad ecoldgica, practicada en las
ultimas décadas, ha dejado un saldo a nivel mundial de contaminacion y envenenamiento
donde el pretendido remedio universal ha resultado ser peor que la enfermedad (3).

Actualmente existen alternativas de manejo preventivo a enfermedades que son mas
amigables con el medio ambiente y con la salud humana, basadas en los trabajos sobre
respuestas inductoras de resistencia a las enfermedades en las plantas desarrollados por Ray y
Beauverie a comienzos del siglo XX, los cuales demostraban que existia la posibilidad de que
las plantas puedan protegerse del ataque de microorganismos patdégenos mediante la
activacioén de sus mecanismos de defensa (4).

Entre estas alternativas se encuentra la induccién de resistencia sistémica en cuyo
proceso esta involucrada la activacion de los mecanismos naturales de defensa de las plantas
mediante elicitores generados por los propios patdgenos, por otros organismos o por
sustancias quimicas. La aplicacion de productos quimicos sintéticos puede activar procesos
fisiolégicos y bioquimicos propios de la planta y evitar o reducir el progreso de enfermedades.
Entre estos compuestos destaca el acibenzolar S-metil (5). Es por ello que el objetivo del
presente trabajo de investigacion fue evaluar el efecto de acibenzolar-s- metil en la sintesis de
fenoles en plantas de frijol (P. vulgaris) en contra de R. solani in vitro.

Materiales y Métodos

Se utilizo la variedad de frijol Negro Michigan, una cepa de R. solani fue aislada de raices de
frijol con sintomas caracteristicos del patdgeno. Se prepar60 una solucion madre de
acibenzolar-s-metil, de la cual se tomaron 0.4 y 0.8 ml, esto para cada una de las
concentraciones, las cuales fueron de 0.1y 0.2 mM.

Utilizando un atomizador con capacidad de 1L, se asperjaron un total de 45 plantas de
frijol (15 plantas por tratamiento), a diferentes concentraciones 0, 0.1 y 0.2 mM. de
acibenzolar-s-metil, cuatro horas después de la aplicacion se colectaron 15 hojas en tres
diferentes plantas por tratamiento (3 repeticiones), estas se maceraron, en morteros utilizando
nitrégeno liquido con la finalidad de detener el metabolismo de las hojas, dicho procedimiento
se repitio a las 8 y 11 horas después de la aplicacion. Finalmente se pes6 1g de cada una de
las muestras de hojas maceradas de los diferentes tratamientos y se agregaron 4 ml de etanol,
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las muestras se colocaron dentro tubos de vidrio para posteriormente ser analizados en el
espectrofotometro de UV visible.

Utilizando una pipeta graduada de 10 ml se tomé 1ml de la concentracién, a la cual se
le agregaron 3 ml de etanol, posteriormente se filtraron para obtener 2 ml de la muestra la cual
fue aforada a 40ml, dicho procedimiento se realizé con cada uno de los. Subsecuentemente y
utilizando celdas de 10 ml se coloco la muestra hasta la marca sugerida. Finalmente se ingresé
al espectrofotdbmetro DR-6000 UV Vis, para medir absorbancia, para lo cual se utiliz6 a
méaxima=307 nm.

Para la elaboracion del extracto se colectaron de cada tratamiento, 30g de hojas de
frijol, cuatro horas después de la aplicacion de acibenzolar-s-metil a 0.1 y 0.2 mM. Las hojas
se colocaron en frascos de vidrio a los cuales se agregaron de 300 ml de metanol, dicho
procedimiento se repitié a las 8 y 11 después de aplicacion, dejando reposar durante 72 horas,
evitando la luz solar. Posteriormente el extracto fue filtrado y procesado en el rotavapor, con
la finalidad de retirar el metanol del extracto de frijol previamente tratado. Subsecuentemente
se prepar6 medio de cultivo PDA, para 13 tratamientos con cuatro repeticiones
respectivamente, el extracto en concentraciones de 3y 4 % fue colocado en el medio de cultivo
antes de ser llevado a cajas Petri, esto se realizd con cada uno de los tratamientos de 0.1y 0.2
mM. de acibenzolar-s-metil, colectados a las 4, 8 y 11 horas después de la aplicacion excepto
el testigo absoluto, posteriormente habiendo vaciado cada uno de los tratamientos en cajas de
Petri, se procedié a sembrar el hongo R. solani para evaluar la variable de crecimiento micelial
utilizando un vernier digital marca Truper, se midié el crecimiento micelial de R. solani, la
primera lectura se realizd 24 horas después de la transferencia y para la Gltima se tom6 como
referencia el 100% del crecimiento del testigo absoluto.

Las abreviaciones para los tratamientos fueron T1C0.1H4=Hojas de frijol tratadas a
una concentracion de 0.1 mM de acibenzolar-s-metil, colectadas cuatro horas después de la
aplicacion, T2C0.2H4=Hojas de frijol tratadas a una concentracion de 0.2 mM de acibenzolar-
s-metil, colectadas cuatro horas después de la aplicacion, T3TAH4=Hojas de frijol sin tratar,
colectadas cuatro horas después de la aplicacion, T4C0.1H8=Hojas de frijol tratadas a una
concentracion de 0.1 mM de acibenzolar-s-metil ,colectadas ocho horas después de la
aplicacion, T5C0.2H8=Hojas de frijol tratadas a una concentracion de 0.2 mM de acibenzolar-
s-metil, colectadas ocho horas después de la aplicacion, T6TAH8=Hojas de frijol sin tratar,
colectadas ocho horas después de la aplicacién, T7C0.1H11=Hojas de frijol tratadas a una
concentracion de 0.1 mM de acibenzolar-s-metil, colectadas once horas después de la
aplicacion, T8C0.2H11=Hojas de frijol tratadas a una concentraciéon de 0.2 mM de
acibenzolar-s-metil colectadas once horas después de la aplicacion, T9TAH11=Hojas de frijol
sin tratar colectadas once horas despues de la aplicacion.

Los datos de la variable de crecimiento micelial de R. solani, fueron procesados
mediante el calculo de &reas bajo la curva de progreso del crecimiento micelial, por el método
de poligonos, y posteriormente sometidos a analisis de varianza, mediante el programa
Statistical Analysis Sistem, version 9 para Windows (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Resultados y Discusion
Crecimiento micelial. Al analizar los datos de ABCPCM (&rea bajo la curva del progreso del
crecimiento micelial) se encontrd diferencia estadistica significativa entre el tratamiento

T5C0.2H8 y el TA, mientras que el tratamiento que muestra el mayor crecimiento micelial
solo después del testigo absoluto es el T4C0.1H8, el resto de los tratamientos presentan un
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comportamiento similar. Lo anterior indica que acibenzolar-s metil, brinda un mayor efecto
en la inhibicidn de R. solani ocho horas después de la aplicacion a concentracion de 0.2 mM.

En cuanto a la concentracién de fenoles en las plantas de frijol se encontré que con el
tratamiento T2C0.2H4 presento diferencia estadistica significativa con el testigo al cual no se
le hizo aplicacion de acibenzolar-s-metil, ademas de mostrar la menor concentracion de
fenoles comparado con el resto de los tratamientos. Lo anterior indica que las concentraciones
de fenoles en plantas de frijol obtienen su pico a partir de las cuatro horas después de la
aplicacion de acibenzolar-s-metil a 0.2 mM (Tabla 1).

Tabla 1. Medias de concentracion de fenoles en plantas de frijol previamente asperjadas con
acibenzolar-s-metil.

Tratamientos Medias de concentracion de
fenoles (absorbancia)

T2C0.2H4 0.33433 a*

T5C0.2H8 0.32067 ba

T1CO0.1H4 0.31533 ba

T4C0.1H8 0.27767 bac

T7C0.1H11 0.27300 bac

T8C0.2H11 0.24867 bdc

T3TAH4 0.22767 dc

T6TAHS 0.20767 dc

T9TAH11 0.18300 d

R2 0.832

Pr (<0.0001)

*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba Tukey (P<0.05).

Conclusiones

La sintesis de fenoles en plantas de frijol tratadas a concentracion de 0.2 mM de acibenzolar-
s-metil mostr6 una mayor concentracion de estos metabolitos en plantas tratadas cuatro horas
después de la aplicacion. Acibenzolar-s-metil a concentracién de 0.2 mM muestra una accién
antimicrobial de acuerdo con los resultados obtenidos del experimento in vitro sobre el
desarrollo de R. solani.
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Resumen

La elevada perecibilidad del aguacate, asi como la oxidacion de la pulpa que afecta la calidad
del mismo, ha obligado a emplear nuevas técnicas de conservacion del fruto que inhiban el
oscurecimiento enzimatico y que incrementen su vida de anaquel sin afectar su calidad. La
deshidratacion es una de las técnicas que se han empleado para resolver los problemas durante
el manejo postcosecha; por lo que se ha optado por tecnologias como la liofilizacion con la
finalidad de evitar la degradacion de la pulpa. Por lo anterior, el objetivo fue evaluar el efecto
de compuestos antioxidantes acido ascérbico, acido citrico y su combinacion, en el control
del oscurecimiento enzimatico de la pulpa de aguacate previo al proceso de liofilizacion. Para
lo cual, se cosecharon frutos de aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’, se maduraron a 20°C y se
obtuvieron rebanadas. Un lote se dejo intacto y en otros tres se usaron soluciones de
antioxidantes (500 mg L de acido ascdrbico, 500 mg L de acido citrico y 500 mg L de
acido ascorbico + 500 mg L de 4cido citrico). Las variables evaluadas fueron indices de
oscurecimiento, contenido de carotenoides totales y fenoles totales. Los resultados mostraron
que la combinacién de 500 mg L de &cido ascérbico + 500 mg L™ de &cido citrico inhibe de
forma significativa el oscurecimiento de la pulpa de aguacate en las rebanadas del cultivar
Méndez.

Palabras clave: Acido ascorbico, 4cido citrico, indice de oscurecimiento, Persea americana.

Introduccion

La elevada perecibilidad del aguacate, dada por su comportamiento de tipo climatérico y su
elevada produccion de etileno, asi como por su susceptibilidad a dafios por frio durante el
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manejo postcosecha y la oxidacion de la pulpa que afecta la calidad del mismo, ha obligado a
emplear nuevas técnicas de conservacion del fruto que inhiban el oscurecimiento enzimatico
y que incrementen su vida de anaquel sin afectar su calidad. La deshidratacion es una de las
técnicas que se han empleado para resolver los problemas durante el manejo postcosecha; sin
embargo, los métodos convencionales de secado son inadecuados por la degradacion que le
causa a la pulpa (1).

La liofilizacion es una de las alternativas que ofrece calidad al mantener las
propiedades mecénicas y sensoriales asociadas a los componentes volatiles de los alimentos;
sin embargo, este proceso es dependiente del grado de madurez del fruto y tipo de congelacion
empleada antes del proceso, ya que influye en la textura del producto liofilizado (2-4). La
disminucion de la actividad de agua de un producto liofilizado es una de las principales
ventajas que ofrece esta técnica, ya que se disminuyen los problemas microbiol6gicos y se
inhiben las reacciones bioquimicas, excepto las de oxidacion. A pesar de lo anterior, es de
importancia asegurar la calidad, es decir se deben garantizar buenas practicas de elaboracion
del producto. Las tendencias actuales indican que el consumo de productos de conveniencia
(facil de adquirir, preparar, consumir), saludables y que otorguen un sabor agradable, se
incrementa (5), por lo que los productos liofilizados pueden ser una opcion, en este caso, a
partir de aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’ ya que este fruto posee, ademds de capacidad
antioxidante y acidos grasos insaturados, compuestos nutracéuticos tales como, vitamina E,
luteina y B-sitoesterol, los cuales tienen una influencia positiva sobre los factores de riesgo de
las enfermedades cardiovasculares.

Por lo anterior, el objetivo fue evaluar el efecto de los compuestos antioxidantes acido
ascorbico, acido citrico y su combinacion, en el control del oscurecimiento enzimatico de la
pulpa de aguacate previo al proceso de liofilizacion.

Materiales y Métodos

Se cosecho aguacate ‘Hass’ (251.76 g peso y 23.67 % materia seca) y ‘Méndez’ (244.13 peso
y 22.52 % materia seca) en un huerto comercial en el estado de Michoacan, México. Para su
maduracion, se almacenaron a 20 °C durante 7 dias. Una vez alcanzada la madurez de
consumo se procedio a obtener rebanadas de 5 mm de grosor, posteriormente se dividieron en
cuatro lotes de 60 rebanadas cada uno: un lote se dejo intacto, (TO), otro se tratdé con una
solucién de 500 mg L de acido ascdrbico (T1), el siguiente se empled una solucién de 500
mg L-1 de &cido citrico (T2) y finalmente, se usé una solucion conformada por 500 mg L-1
de 4cido ascdrbico + 500 mg L de &cido citrico (T3), las rebanadas se sumergieron por un
minuto en las soluciones. Inmediatamente, se colocaron en nitrégeno liquido (-195°C), luego
de 15 minutos se trasladaron a congelacién de -64°C, hasta su secado por liofilizacién (16 Pa
y -47.0°C por 72 horas).

Una vez liofilizadas las rebanadas se evalud el porcentaje de oscurecimiento (Bl) de
acuerdo al método propuesto por Souza et al. (6). La extraccion de carotenoides totales se hizo
a partir del método sugerido por Acacio-Chirino et al. (7), la cuantificacion se realiz6 a 454
nm y los resultados se expresaron como pg de p-caroteno g en peso seco. El contenido de
fenoles totales (FT) se llevo a cabo segun el método propuesto por Pio-Ledn et al. (8), los
resultados se reportaron como mg de &cido galico 100 g* en peso seco (mg AG 100 g* ps).
Para el andlisis estadistico, se usé un disefio experimental completamente al azar con arreglo
factorial 2x4 [cultivar (Hass y Méndez) y antioxidante (TO, T1, T2 y T3)] asimismo se realizé
una comparacién de medias Tukey con un nivel del 95.0% de confianza. Los datos se
analizaron con el paquete estadistico SAS software version 9.0.
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Resultados y Discusion

El color es un atributo importante en la calidad de un alimento debido a que influye en la
aceptacion del consumidor; ademés indica cambios naturales en frutos frescos o
transformados; sin embargo, un fruto deshidratado puede mostrar reacciones de
oscurecimiento durante el secado (9). El indice de oscurecimiento se utiliza para caracterizar
los cambios generales en el color por pardeamiento y es uno de los indicadores mas comunes
de oscurecimiento en productos alimenticios que contienen azlcar (10). En la Tabla 1 se
observan diferencias significativas por efecto de los antioxidantes en el Bl; las rebanadas de
ambos cultivares tratadas con la combinacion de antioxidantes, mostraron un menor BI.
Shrestha et al. (11) encontraron una respuesta similar en rodajas de manzana sumergidas en
una solucién al 1% é&cido ascorbico + 1% acido citrico reportando una disminucion en el
desarrollo del color marron.

Tabla 1. Indice de oscurecimiento, contenido de carotenoides totales y fenoles totales en
rebanadas de aguacate ‘Hass” y ‘Méndez’ liofilizado.

Cultivar ~ Tratamiento  indice de Carotenoides totales Fenoles Totales (mg AG
oscurecimiento  (ug de p-caroteno gt 100 g ps)
(%) ps)
Hass TO 30.09 a 58.87 ¢ 219.94 ¢
T1 26.96 bc 108.54 a 267.28 ab
T2 28.38 Db 69.49 b 284.01 ab
T3 24.73 de 61.50 bc 277.54 ab
Méndez TO 27.95b 42.73d 200.98 ¢
T1 25.67 cd 37.96d 259.75 b
T2 27.71b 35.51d 267.90 ab
T3 23.49¢e 40.45d 294.60 a

ps: peso seco. Medias + DE, n = 5. Valores con diferente letra dentro de la misma columna son estadisticamente
distintos con un nivel de significancia de 0=0.05.

Respecto al contenido de carotenoides, se observa un maximo valor significativo en los frutos
Hass tratados con 500 mg L acido ascorbico; mientras que en los tratamientos del cv. Méndez
el contenido de estos compuestos resultaron significativamente menores respecto a ‘Hass’
(Tabla 1). Aunque un producto liofilizado permite estabilidad microbiolégica, los atributos
quimicos y fisicos pueden verse comprometidos ya que la elevada porosidad y el bajo
contenido de agua hacen mas accesible la interaccién entre los solutos y el oxigeno al final
del proceso favoreciendo la oxidacion de compuestos bioactivos, como carotenoides (12).

En cuanto al contenido de fenoles totales se observa, en ambos cultivares, que en
aquellas muestras donde se emple6 antioxidante hubo una retencion significativa de estos
compuestos con respecto a TO (Tabla 1). En las rebanadas sumergidas en solucion de 500 mg
L-1 &cido ascorbico + 500 mg L &cido citrico se encontrd el mayor contenido de fenoles
totales, este comportamiento se debe principalmente a que el acido ascorbico actla como
inhibidor de la polifenol oxidasa (PPO) previniendo el pardeamiento enzimatico por la
reduccién de o-quinonas a o-difenoles no coloreados; asimismo el acido citrico mantiene el
pH por debajo del punto optimo de actividad catalitica de la enzima (PPO) inhibiendo su
efecto (13).
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Conclusiones

El uso de una solucién de 500 mg L &cido ascérbico + 500 mg Lt 4cido citrico previo a la
liofilizacion, actu6 de manera positiva impidiendo el oscurecimiento de las rebanadas de
aguacate del cultivar Méndez; asimismo, en el mismo cultivar, permitié una retencion mayor
de los fenoles totales lo que se traduce en una inhibicion de la actividad de la enzima PPO.
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Resumen

En los ultimos afios, se ha recurrido al uso frecuente de rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal como una alternativa a la agricultura convencional, la cual ha puesto en
riesgo una productividad sostenible. Dichos microorganismos interacttan con plantas a traves
de diversos mecanismos y les brindan beneficios sobre el rendimiento y calidad. En la presente
investigacion se evalud el efecto de tres bacterias rizosféricas con potencial para promover el
crecimiento a través de la fijacion de nitrégeno y la solubilizacion de fosfato, cuya actividad
se determind en préacticas de laboratorio empleando métodos cualitativos. Asi mismo, se
evalud el porcentaje de germinacion, el peso fresco de brotes y raices, asi como el area foliar
de plantulas de jitomate saladette inoculadas con cada una de las bacterias, designadas como
ACJ-014, C1-014 y C1-015. La inoculacién no mostrd diferencias significativas en el
porcentaje de germinacion. Sin embargo, las tres bacterias lograron un aumento en los
parametros evaluados, donde C1-014 incrementd el peso fresco de raices de forma
significativa, mientras que ACJ-014 mostr6 un efecto estadisticamente significativo, tanto en
el peso fresco de brotes como en el aumento de area foliar. Los resultados sugieren que las
bacterias evaluadas en este estudio tienen el potencial de ser utilizadas en nuevas practicas de
agricultura sostenible.

Palabras clave: bacterias benéficas, desarrollo vegetal, biotecnologia agricola.
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58060, Mexico.
*Autor para la correspondencia: patitorress056@gmail.com

[62]


mailto:patitorress056@gmail.com

Introduccion

El répido y constante crecimiento demografico es un tema que ha tomado gran importancia y
preocupacion para los investigadores de las Gltimas décadas. Entre los afios 1950 a 2020, la
poblacion aumentd de 2.600 a 7.700 millones de personas. Asi mismo, la Organizacion de las
Naciones Unidas estima que para el 2050, el planeta haya alcanzado un total de 10.000
millones de habitantes (1), incrementando el consumo per cépita y, con ello, la necesidad de
implementar estrategias que garanticen la seguridad alimentaria. Una investigacion realizada
por Kastner et al. (2) sugieren que, para abastecer la demanda mundial de alimentos, la
superficie de tierra de cultivo tendria que duplicarse para ese afio 0 se requeriria un marcado
incremento del rendimiento (2,3). Sin embargo, la expansion, asi como la intensificacion de
las superficies cultivables es una de las principales causas de disminucion de la biodiversidad
a traves de la pérdida y alteracion del habitat natural (4). Ademas, las técnicas agricolas
convencionales que se emplean para incrementar la produccion por unidad de superficie
implican el uso intensivo de fertilizantes inorganicos (5) que ponen en riesgo una
productividad sostenible, puesto que generan graves problemas, no solo a la salud humana,
sino también a la base de su propio futuro a través de la degradacion de la tierra, limitando su
potencial agricola, asi como ejerciendo presion sobre los recursos naturales (6).
Consecuentemente, cada vez es mayor el requerimiento de energia suministrada de forma
externa, con el fin de compensar la pérdida de fertilidad de los suelos, estimandose que el
consumo de fertilizantes nitrogenados y fosfatados incrementara en un 172% y 175%,
respectivamente para mediados del siglo (5).

Los problemas de contaminacion generados por la agricultura son a menudo
subestimados. La agricultura es una de las principales causas del cambio climatico y, al mismo
tiempo, se vuelve vulnerable a su impacto (7). La contaminacion por fertilizantes se produce
cuando éstos se utilizan en mayor cantidad de la que pueden absorber los cultivos o cuando
se eliminan de la superficie del suelo por arrastre debido al agua o a través de la volatilizacién
antes de que puedan ser absorbidos (8). Ejercen consecuencias negativas sobre los diferentes
ecosistemas naturales. Por ejemplo, producen alteraciones en el suelo que implican erosién,
acidificacion, acumulacion de metales pesados, compactacion, pérdida de materia organica,
salinizacion, encharcamiento, etc. (9). La agricultura es también una fuente importante de
emisiones de gases que contribuyen al efecto invernadero como Oxido nitroso, amoniaco,
metano y didxido de carbono, aportando alrededor del 10-12% de total (10). Ademas, es el
principal productor de aguas residuales que se descargan en los mantos acuiferos, depositando
grandes cantidades de agroquimicos nitrogenados y fosfatados (11).

El nitrégeno es considerado el nutriente mas importante para lograr altos rendimientos
en la agricultura. Las formas disponibles para los cultivos proceden de la materia organica,
nitratos aportados por la lluvia, abonos verdes o de fertilizantes comerciales. Sin embargo, los
cultivos solo absorben en promedio el 50% del nitrogeno aplicado mientras que el resto se
pierde en procesos de desnitrificacion o lixiviacion de nitratos o por volatilizacion en forma
de amoniaco, asi como su fijacion sobre las arcillas (12, 13). A nivel mundial, las tierras
agricolas reciben anualmente cerca de 115 millones de toneladas de fertilizantes nitrogenados
minerales, de las cuales, alrededor del 20 por ciento terminan acumulandose en los suelos y
la biomasa, mientras que el 35 por ciento acaba en los océanos (11).

El fésforo es también un factor clave para el crecimiento de plantas y, por tanto, para
la producciédn de alimentos (12). Sin embargo, los suelos agricolas contienen grandes reservas
de fésforo acumulado por la aplicacion de fertilizantes fosfatados que se inmovilizan
rapidamente después de la aplicacién y se convierte en formas no disponibles para las plantas,
ya que suele precipitarse en fosfatos insolubles de calcio, hierro o aluminio y es propenso a
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ser retenido por diversos componentes del suelo (14). Se estima que solo alrededor del 20%
del fosforo aplicado es utilizado por las plantas mientras que el resto se acumula en los suelos
(10). El exceso de fosforo en el suelo facilita su exportacion por escorrentia hacia los cuerpos
de agua, donde es el principal responsable del proceso de eutrofizacion, en el cual, las aguas
superficiales se enriquecen de nutrientes que favorecen la proliferacion de algas y plantas
acuaticas, restringiendo considerablemente la luz a los organismos que habitan en capas
inferiores, dando lugar a la pérdida de biodiversidad (5).

Con el objetivo de generar mejores rendimientos de los cultivos, a la vez que se reduce
el impacto sobre el ambiente, las investigaciones se han enfocado en el desarrollo de nuevas
técnicas de agricultura que aseguren el manejo responsable y la disponibilidad de los recursos
a largo plazo, no solo garantizando la seguridad alimentaria, sino también proporcionando
alimentos de alta calidad nutricional e inocua. Esta nueva forma de produccion se define como
agricultura sostenible (15). Desde 1978, cuando Kloepper introdujo el término Plant Growth
Promoting Rhizobacteria (PGPR) para describir a las bacterias que habitan en la rizésfera y
que afectan positivamente el crecimiento y productividad (16), surgieron practicas
innovadoras para la actividad agricola que incluyen el desarrollo de bioformulaciones a base
de microorganismos benéficos del suelo que permiten la optimizacion de productos que
resultan nocivos para el ambiente (17). Se han reportado distintos géneros de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, tales como Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Pseudomonas, Agrobacterium, Azotobacter, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia,
Klebsiella y Serratia (18) (19).

Uno de los principales mecanismos de las bacterias promotoras del crecimiento, es la
fijacion bioldgica de nitrégeno. Las plantas absorben el nitrégeno en forma de iones de amonio
y nitrato a través de su sistema radicular (12). Cerca del 78% del N se encuentra en la
atmosfera en forma de N2, pero necesita su conversion en amoniaco para ser asimilado por las
plantas en un proceso denominado fijacion bioldgica de nitrégeno. Este proceso se limita a
bacterias denominadas diazotroficas que, a diferencia de las plantas, poseen un complejo
enzimatico de nitrogenasa que catalizan esta reaccion (20).

Por otro lado, las plantas absorben el fosforo en forma de aniones ortofosféricos: mono
o divalentes (iones HPO4%, HoPO4", PO4%) (12). El fosforo organico procedente de restos
vegetales y animales es adsorbido sobre las arcillas, mientras que el fésforo inorgéanico se
encuentra formando parte de minerales de hierro, calcio o aluminio altamente insolubles. La
solubilizacion se puede producir por dos mecanismos diferentes: por la acidificacion del
medio por parte de las bacterias a través de la liberacion de acidos organicos como el acético,
citrico, formico, malico, glucénico y el 2-cetogluconico o por la formacion de complejos
estables con los cationes unidos al fosfato. Se ha investigado que los &cidos organicos
compiten con el fosforo por sitios de adsorcion en el suelo y forman complejos estables con
los cationes unidos al fosfato. El fosforo organico es liberado mediante la accion hidrolitica
de enzimas fosfatasas (19, 21).

Aunque es grande el nimero de investigaciones que se ha realizado sobre el uso de
microorganismos promotores del crecimiento vegetal, aln falta mucho por conocer sobre este
tema. La siguiente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la inoculacion de
rizobacterias con capacidad para promover el crecimiento y desarrollo a través de la fijacion
de nitrégeno y la solubilizacion de fosfato, utilizando el jitomate como modelo vegetal y
determinar su potencial para ser utilizadas en futuras aplicaciones agricolas.
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Materiales y Métodos

Aislamiento de bacterias promotoras del crecimiento vegetal. Las bacterias empleadas se
obtuvieron de muestras de suelo rizosférico de cultivos de cafia de la region de Tarimbaro,
Michoacén. Se trataron bajo la técnica de dilucion seriada realizando las diluciones que se
consideraron necesarias y se sembraron en agar soya tripticaseina (TSA) para el posterior
aislamiento mediante la técnica de extension superficial en placa. Se incubaron a 30°C durante
48 hy finalmente, se purificaron las colonias que presentaron morfologia diferente.

Evaluacion de caracteristicas asociadas con la promocion del crecimiento. La
capacidad fijadora de nitrogeno de las bacterias aisladas se evalué de forma cualitativa
siguiendo la metodologia de Luna-Martinez et al. (21), inoculando por puncién en tubos de
microcentrifuga que contenian medio semisélido NFb libre de nitrégeno y se incubaron a
30°C durante 7 dias. Las bacterias capaces de crecer en ausencia de nitrégeno mineral se
manifestaron mediante el viraje del indicador presente en el medio, produciendo una
coloracion azul al aumentar el pH debido a los productos del proceso de fijacion de nitrégeno
atmosferico (22). La capacidad para solubilizar el fosfato se determind utilizando el medio de
cultivo National Botanical Research Institute's phosphate (NBRIP) desarrollado por Nautiyal
en 1999 para la identificacion de bacterias solubilizadoras de fosfato, el cual contiene fosfato
tricalcico como fuente insoluble (23). Las bacterias se inocularon por puncion y por triplicado
en placas de agar y se incubaron a 30°C durante 14 dias. Las bacterias que solubilizan el
fosfato tricalcico generan un halo transparente alrededor de la colonia.

Inoculacion de las semillas. Se seleccionaron tres rizobacterias designadas con las
claves ACJ-014, C1-014 y C1-015 quienes presentaron las mejores caracteristicas. La
inoculacion de semillas se realizd con base a la metodologia seguida por Dias-Vargas et al.
(23); donde cada bacteria se sembr6 en 30 mL de caldo soya tripticaseina y se mantuvieron
en agitacion constante hasta obtener una concentracion final de 108 células/mL. Se agregaron
las semillas de jitomate previamente desinfectadas mediante lavados consecutivos con agua
destilada estéril, solucidn de hipoclorito de sodio al 5.2% y solucién etandlica al 70%. Se les
agreg6 alginato de sodio para facilitar la adherencia de las bacterias y se mantuvieron en
agitacion durante 1 h. Como control se utilizaron semillas en agitacion con medio de cultivo
estéril (24).

Determinacion del porcentaje de germinacién. Por triplicado, se colocaron 20 semillas
de jitomate inoculadas sobre una caja de Petri cubierta con una capa de algodén estéril
humedecida con 5 mL de agua destilada estéril. Se sellaron con Parafilm y se mantuvieron a
temperatura ambiente. EIl efecto sobre la germinacion se reportd6 como el porcentaje de
semillas germinadas a los 5 dias.

Efecto de las rizobacterias en la fase de desarrollo inicial del jitomate. Las semillas
inoculadas se sembraron en contenedores de plastico con sustrato Peat moss. Los ensayos se
realizaron por triplicado y se colocaron en una zona con luz natural en un disefio
completamente al azar. Se aplico riego diario y se evalud el peso fresco de brotes (PFB), peso
fresco de raices (PFR) y el area foliar (AF) de las plantulas de jitomate a los 20 dias posteriores
a la siembra.

Analisis de datos. Los datos se analizaron con el programa estadistico JMP® de SAS
Statistical Discovery. TM mediante un analisis de varianza y una prueba de comparacién de
medias Tukey (p<0.05).
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Resultados y Discusion

Los resultados de las pruebas de evaluacion in vitro para determinar las caracteristicas
asociadas a la promocién del desarrollo mostraron que las bacterias tienen la capacidad de
fijar nitrogeno para su proliferacion, puesto que solo disponian del nitrdgeno contenido en la
atmosfera de los microtubos. El proceso de fijacion llevado a cabo por las bacterias se
evidencio por su crecimiento en el medio carente de nitrogeno mineral, asi como el viraje del
indicador azul de bromotimol, dando lugar a una coloracién azul, tal como lo reportan Garcia
et al. (24) (Fig. 2). EI mismo autor demostré que la inoculacion de microorganismos
caracterizados como fijadores de nitrogeno en plantas de Oryza sativa L. permite disminuir la
dosis de fertilizantes nitrogenados sin afectar su rendimiento (25), lo que destaca el potencial
de las bacterias evaluadas para promover el crecimiento. Por otro lado, se evidencio su
actividad solubilizadora de fosfato tricalcico al observarse halos transltcidos alrededor de la
colonia en medio NBRIP (Fig. 2) (23), lo cual sugiere que su uso podria optimizar la
aplicacion de fertilizantes a base de fosfatos debido a su capacidad para utilizar compuestos
fosfatados acumulados en el suelo en formas insolubles.

Fig. 1. Fijacion biolégica de nitrégeno por rizobacterias aisladas de cafia. Iméagenes
representativas de las rizobacterias en medio NFb. a) Testigo sin inocular. b) C1-015. c) C1-
014. d) ACJ-014.

Fig. 2. Solubilizacion de fosfato por rizobacterias aisladas de cafia. Imagenes representativas
de bacterias inoculadas en medio NBRIP. a) C1-015. b) C1-014. ¢) ACJ-014. Barra de escala
1cm.

Las bacterias potencialmente promotoras del crecimiento se inocularon sobre semillas
y plantulas de jitomate saladette con el fin de evaluar sus efectos sobre la etapa inicial del
cultivo. Los resultados obtenidos sobre la germinacién mostraron que las tres bacterias
aumentaron el porcentaje de germinacion un 5% respecto a las semillas no inoculadas, sin
embargo, no fue de forma significativa (p < 0.05) (Fig. 3).
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Fig. 3. Efecto de la inoculacion de rizobacterias sobre la germinacion de semillas de jitomate.
Se inocularon 20 semillas por placa y se realizaron tres repeticiones. Las barras representan
la media + error estandar. Las letras corresponden a las medias con diferencias significativas
de acuerdo con el anlisis de Tukey (p<0.05).

Las tres bacterias influyeron positivamente en el desarrollo de las plantulas en los tres
parametros evaluados (Fig. 4, 5y 6). En cuanto al peso fresco de raices, C1-015 indujo un
incremento del 51.3%, mientras que ACJ-014 y C1-014 incrementaron el peso en un 89.9%y
91.9%, respectivamente, siendo C1-014 la bacteria que se diferencid estadisticamente (p <
0.05) (Fig. 4). El peso de raices es uno de los pardmetros més importantes, puesto que su
incremento se traduce en una mayor superficie de absorcion de nutrientes como fésforo,
nitrégeno y agua, y, por tanto, en un mejor desarrollo de la planta (26).

El valor més alto obtenido del peso de brotes fue debido a la inoculacién con ACJ-
014, quien lo aumento significativamente (p < 0.05) en un 81.3% con respecto al testigo sin
inocular, mientras que C1-014 y C1-015 alcanzaron un indice de efectividad del 49.8% y
48.5%, respectivamente (Fig. 5). En el caso del éarea foliar, nuevamente ACJ-014 fue
significativamente superior (p < 0.05) comparada con el testigo, puesto que incremento el area
en un 62.1%. Sin embargo, pese a que C1-014 y C1-015 lograron un aumento del 32.16% y
32.13%, sus efectos no se consideran significativos segun el analisis estadistico.

ab a
ab
b I
Control ACJ-014 C1-014 C1-015
Rizobacterias

0.14
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- o o o =]
o o ©o 9o 2 R
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Fig 4. Efecto de la inoculacion de rizobacterias en el peso fresco de raices de plantulas de
jitomate. Cada tratamiento se realizé por triplicado. Las barras representan la media + error
estandar. Las letras corresponden a las medias con diferencias significativas de acuerdo con
el analisis de Tukey (p<0.05).
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Fig. 5. Efecto de la inoculacién de rizobacterias en el peso fresco de brotes de plantulas de
jitomate. Cada tratamiento se realizd por triplicado. Las barras representan la media * error
estandar. Las letras corresponden a las medias con diferencias significativas de acuerdo con
el andlisis de Tukey (p<0.05).
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Fig. 6. Efecto de la inoculacién de rizobacterias en el area foliar de plantulas de jitomate. Cada
tratamiento se realizé por triplicado. barras representan la media * error estandar. Las letras
corresponden a las medias con diferencias significativas de acuerdo con el analisis de Tukey
(p<0.05).

Conclusiones

Las rizobacterias evaluadas, no mostraron tener un efecto relevante sobre la germinacion, sin
embargo, C1-014 y ACJ-014 presentan caracteristicas de promocion del crecimiento vegetal
a traves de la fijacion de nitrogeno y la solubilizacion de fosforo, puesto que C1-014 influye
en el incremento del peso fresco de la raiz mientras que ACJ-014 aumenta tanto peso fresco
de los brotes, como el area foliar. Sin embargo, la estimulacion del crecimiento puede deberse
a la actividad conjunta con otros mecanismos que no se evaluaron en este trabajo, por lo que
resulta importante llevar a cabo un estudio mas exhaustivo para caracterizar todos los
mecanismos que pudieran estar involucrados. Ademas, es necesario conducir la investigacion
hasta la etapa de produccion para observar su efecto sobre el rendimiento y calidad del cultivo.
Las pruebas realizadas en este trabajo conforman la base para el desarrollo de biofertilizantes
como estrategia de produccion con enfoque hacia una agricultura sostenible.

[68]



Agradecimientos

Agradezco extensamente a la Sociedad Multidisciplinaria en Ciencias Agrondémicas
Aplicadas y Biotecnologia (SOMUCAAB, A.C.), a la Coordinacion del programa de Maestria
en Ciencias en Biologia Experimental, al Centro de Innovacién y Desarrollo Agroalimentario
de Michoacan (CIDAM), y al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por
impulsar la investigacion cientifica y proporcionar los medios para su divulgacion.

Referencias Citadas

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

ONU. (2020). Mundo . Poblacion 1800-2100. Sitio web:
http://poblacion.population.city/world/

Kastner, T., Rivas, M., Koch, W. & Nonhebel, S. (2012). Global changes in diets and
the consequences for land requirements for food. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 109(18): 6868—6872.

Bruinsma. (2009). How to Feed the World in 2050. Presented at Food and Agriculture
Organization of the United Nations Economic and Social Development Department.
Roma.

Landeros-Sanchez, C., Moreno-Secefia, J. C., Nikolskii, L. & Bakhlaeva, O. (2011).
Impacto de la agricultura sobre la biodiversidad. En La biodiversidad en Veracruz:
estudio de estado. Primera edicion.

Khan M.N., Mobin M., Abbas Z.K., & Alamri S.A. (2018) Fertilizers and Their
Contaminants in Soils, Surface and Groundwater. Encyclopedia of the Anthropocene,
225-240.

Burn, M. (2015). Food and nutrition insecurity: a major challenge for the Arab world.
AFKAR/IDEAS, 4: 50-52.

Anderson, T. (2019). Agricultura climaticamente inteligente. En Pluriverso, un
diccionario del posdesarrollo. Barcelona, Espafia, pp 85-88.

FAO. (2002) Perspectivas para el medio ambiente. Informe para Agricultura mundial:
hacia los afios 2015/2030. Sitio web:
http://www.fao.org/3/y3557s/y3557s00.htm#TopOfPage

Savci, S. (2012). An Agricultural Pollutant: Chemical Fertilizer. International Journal
of Environmental Science and Development, 3 (1): 73-80

FAO. (2018). More people, more food worse water? - Water Pollution from
Agriculture: a global review. Sitio web:
http://www.fao.org/documents/card/en/c/CA0146EN

Navarro & Navarro. (2003). El nitrogeno en el suelo. En Quimica agricola. Segunda
edicion. Mundi-prensa, Espafia, pp. 183-215.

Zhang, X., Davidson, E. A., Mauzerall, D. L., Searchinger, T. D., Dumas, P., & Shen,
Y. (2015). Managing nitrogen for sustainable development. Nature, 528: 51-59
Fernandez-Marcos, (2011). Contaminacion por fosforo procedente de la fertilizacion
organica de suelos agricolas. En Gestion de residuos organicos de uso agricola.
Primera edicion. Universidad de Santiago de Compostela, Chile, pp. 25-32.
Abubakar, M. & Attanda, M. (2013). The concept of sustainable agriculture:
challenges and prospects. IOP Conference Series: Materials Science and Engineering,
53.

Kloepper, J. & Schroth, M. (1978). Plant growth promoting rhizobacteria on radishes.
Plant Pathology Bacteria, 2: 879-882.

[69]



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Garcia-Fraile, P., Menéndez, E. & Rivas, R. (2015). Role of bacterial biofertilizers in
agriculture and forestry. AIMS Bioengineering, 2(3): 183-205.

Bashan, Y. (2008). El uso de inoculantes microbianos como una importante
contribucion al futuro de la agricultura mexicana. En: La biofertilizacion como
tecnologia sostenible. Plaza y Valdéz. México. 17-24 pp.

Moreno, A., Garcia, V., Reyes, J., Vasquez, J. & Cano, P. (2018). Rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal: una alternativa de biofertilizacion para la
agricultura sustentable. Revista Colombiana Biotecnologia, 10(1): 68-83.

Raymond, J., Siefert, J. L., Staples, C. R., & Blankenship, R. E. (2004). The Natural
History of Nitrogen Fixation. Molecular Biology and Evolution, 21(3): 541-554.
Alori, E., Glick, B., & Babalola, O. (2017). Microbial Phosphorus Solubilization and
Its Potential for Use in Sustainable Agriculture. Frontiers in Microbiology, 8 (971).
Luna-Martinez, L., Martinez-Peniche, R., Hernandez-Iturriaga, M., Arvizu-Medrano,
S. & Pacheco-Aguilar, J. (2013). Caracterizacion de rizobacterias aisladas de tomate
y su efecto en el crecimiento de tomate y pimiento. Revista Fitotecnia Mexicana,
31(1): 63 - 69.

Nautiyal, C. (1999). An efficient microbiological growth medium for screening
phosphate solubilizing microorganisms. FEMS Microbiology Letters, 170(1): 265-
270.

Diaz-Vargas, P., Ferrera-Cerrato, R., Almaraz-Suarez, J. & Alcéntar Gonzélez, G.
(2001). Inoculacion de bacterias promotoras de crecimiento en lechuga. Terra, 19:
327-335.

Garcia, F., Mufioz, H., Carrefio, C. & Mendoza, G. (2010). Caracterizacion de cepas
nativas de Azospirillum spp. y su efecto en el desarrollo de Oryza sativa L. “arroz” en
Lambayeque. Scientia Agropecuaria, 1(2):107-116.

Dodd, I. C., Zinovkina, N. Y., Safronova, V. I, & Belimov, A. A. (2010).
Rhizobacterial mediation of plant hormone status. Annals of Applied Biology, 157(3):
361-379.

[70]



Control bioldgico de Frankliniella occidentalis Pergande 1895
(Thisanoptera: Thripidae) en limon mexicano

Miranda-Salcedo Mario Alberto®*
Loera-Alvarado Esperanza?
Perales-Segovia Catarino®

Resumen

Meéxico es el primer productor de limén mexicano en el mundo. Sin embargo, el uso excesivo
de insecticidas, ha ocasionado la resurgencia de plagas secundarias que afectan la produccién
y calidad del fruto. Por lo anterior, se plante6 identificar a los enemigos naturales que atacan
al trips en limén mexicano. El estudio se realiz6 en el valle de Apatzingan, Michoacan, se
seleccionaron cinco huertos de limén con diferente intensidad de manejo. Se identificaron
diez especies de enemigos naturales que pueden depredar al trips: Chrysoperla rufilabris
Burmeister, 1839, Cereochrysa cincta (Neuroptera: Chrysopidae); Stetorus sp., Cycloneda
sanguinea (L., 1763), Hippodamia convergens Guerin-Meneville, 1842, Olla v-nigrum
(Mulsant, 1866) (Coleoptera: Coccinelidae), Zelus renardii (Kolenati, 1857); Leptotrips sp.
(Thysanoptera: Tripidae) y diferentes especies de arafias. La huerta que presentd mayor
abundancia fue la del Crucero (151 individuos) y la menor, la del Valle (34 individuos). Los
resultados observados permiten plantear estrategias biorracionales en el manejo de trips,
asociados al limén mexicano en el valle de Apatzingan. Las cuales, deben favorecer el uso de
malezas entre las hileras de arboles que sirvan de refugio al amplio espectro de enemigos
naturales que presenta esta plaga.

Palabras clave: trips, enemigos naturales, manejo sustentable.

Introduccion

En estudios sobre interacciones entre una presa y un depredador, las relaciones competitivas
adquieren particular relevancia dentro del contexto del control bioldgico de plagas (5). Existen

1Campo Experimental Valle de Apatzingan-CIRPAC-INIFAP, Km 17 carretera Apatzingan-Cuatro Caminos,
C.P. 60781, México. Tel.: 018000882222 ext. 84601.

2CONACYT-Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Instituto de Investigaciones Quimico
Bioldgicas. Avenida Francisco J. Mgica S/N Ciudad Universitaria, C.P. 58030. Morelia, Michoacan, México.
3Tecnoldgico Nacional de México/Instituto Tecnoldgico El Llano Aguascalientes Km 18 carretera Ags-S.L.P.
*Autor para la correspondencia: miranda.marioalberto@inifap.gob.mx
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tres estrategias: el control bioldgico clasico, el control biolégico por aumento y el control
biolégico por conservacion (2). En México se han registrado varias especies de insectos
benéficos; los mas importantes son: los depredadores Chilocorus hesfericus, y Ceraeochrysa
sp, y el parasitoide Encarcia citrina (8). México es el primer productor de limén mexicano en
el mundo, con una superficie de 120 mil hectareas. Michoacan es el estado que presenta la
mayor superficie 75,000 ha?, una produccion de 721, 809 t (6). El uso excesivo de
insecticidas, ha ocasionado la resurgencia de plagas secundarias (trips, minadores y mosca
blanca) que afectan la produccion y calidad del fruto. Ante la gravedad del problema y la
amenaza que representa su dispersion a otros estados citricolas del pais, se planted identificar
el gremio de enemigos naturales que atacan al trips en limdn mexicano, estos organismos
pueden representar una estrategia biorracional en el manejo de la plaga.

Materiales y Métodos

El estudio se realizd en el valle de Apatzingan, Michoacén, se seleccionaron cinco huertos de
limén con diferente intensidad de manejo. Los muestreos fueron de mayo de 2018 a julio de
2019. En cada muestreo se revisaron 20 arboles al azar, el muestreo consistio en golpeteo de
una rama con trips y sus enemigos naturales, se capturaron en una tabla de 38 x 21 cm., donde
se cuantificaron. Las muestras se colectaron y se guardaron en recipientes con alcohol al 70%
para corroborar su identidad por parte de la Dra. Esperanza Loera Alvarado (Centro de
Innovacion y Desarrollo Agroalimentario de Michoacan).

Resultados y Discusion

El complejo de especies de trips estuvo presente en limén mexicano durante todo el periodo
de muestreo (mayo de 2018 a julio de 2019). Sin embargo, el mayor pico poblacional se
presento en noviembre y diciembre (14 trips por area de muestreo) y en mayo (7 trips por area
de muestreo) (Fig. 1). Las principales especies de trips presentes en limén mexicano fueron:
Frankliniella occidentalis Pergande 1895, F. insularis (Franklin) 1908, Scirtotrips perseae
Nakaharal997 y Leptotrips sp. La mas abundante fue F. occidentalis, esta especie es polifaga
y afecta alrededor de 50 hospederos (3).

Se identificaron diez especies de enemigos naturales que pueden depredar al trips en
Michoacan: Chrysoperla rufilabris Burmeister, 1839, Cereochrysa cincta (Neuroptera:
Chrysopidae); Stetorus sp., Cycloneda sanguinea (L., 1763), Hippodamia convergens Guerin-
Meneville, 1842, Olla v-nigrum (Mulsant, 1866) (Coleoptera: Coccinelidae), Zelus renardii
(Kolenati, 1857); Leptotrips sp. (Thysanoptera: Tripidae) y diferentes especies de arafas. Los
mas importantes son Ch. rufilabris y C. cincta y se encontraron en los cinco sitios de muestreo
(Fig. 2). Los maximos picos poblacionales se observaron en julio y en febrero, en la huerta
del Crucero, con 17 y 21 individuos, respectivamente. Este hecho tiene relacion con la
respuesta funcional y numerica de los depredadores, de ser abundantes en sitios con alta
presencia de presas.

La huerta que presentd mayor abundancia fue la del Crucero (151 individuos) y la
menor, la del Valle (34 individuos). El género Cereaochrysa (Neuroptera: Chrysopidae) es
exclusivamente americano y neotropical, con un rango geografico de sus especies desde el sur
de Canadéa hasta el extremo sur de Chile (1). Actualmente, existen alrededor de 40 especies
descritas de Ceraeochrysa; de éstas, 16 se encuentran presentes en México (7). Las especies
de Ceraeochrysa ocurren en habitats diversos, por ejemplo: bosques de clima himedo y seco,
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pastizales, huertos fruticolas y en cultivos anuales y perennes (1). En la actualidad se
comercializa Ceraeochrysa cincta, C. cubana y C. smithi, para el control bioldgico de plagas
(4). Los resultados observados permiten plantear estrategias biorracionales en el manejo de
trips, asociados al limén mexicano en el valle de Apatzingén. Las cuales, deben favorecer el
uso de malezas entre las hileras de arboles que sirvan de refugio al amplio espectro de
enemigos naturales que presenta esta plaga (Figura 1y 2).
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Fig. 1. Fluctuacién poblacional de especies de trips asociados al Limon Mexicano en el Valle
de Apatzingan (mayo 2018 a julio 2019).
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Fig. 2. Fluctuacion poblacional de Chrysoperla rufilabris y Cereochrysa valida en Limén
Mexicano en el Valle de Apatzingan (mayo 2018 a julio 2019).
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Relacion del volumen de frutos de mango con la superficie y el
perimetro proyectados sobre imagénes digitales

Loera-Alvarado Gerardo!”

Resumen

El presente trabajo tiene como objetivo estimar el volumen de frutos de mango a partir del
area proyectada sobre una imagen digital y el perimetro de la proyeccién. Se estudiaron 30
frutos de mango ‘Ataulfo’ (Mangifera indica L. cv ‘Ataulfo’), se tomo una imagen de la cara
mas ancha del fruto, en condiciones contraladas. Se calculd el &rea y el perimetro de la
proyeccion del fruto sobre la imagen digital, mediante un sistema desarrollado en Visual
Studio®. Se gener6 un modelo de regresion lineal simple, entre el volumen del fruto respecto
al area proyectada y al perimetro. Los datos se analizaron en R-Project®. Se determind la
precision del método de segmentacion en términos de la desviacion estdndar promedio; v el
coeficiente de determinacion (R?) y la raiz del cuadrado medio de error (RCME) del modelo
lineal. EI modelo a partir del area proyectada present6 un R? de 0.93 y una RCME de 14.07
cm3 (5.27%). Por lo tanto, el area proyectada del fruto de mango sobre una imagen digital
permite estimar el volumen del fruto con exactitud aceptable.

Palabras clave: Mangifera indica, Analisis de iméagenes, Segmentacion.

Introduccion

El mango ‘Ataulfo’ (Mangifera indica L. cv ‘Ataulfo’) es una de las variedades de mayor
produccién y exportacion en Meéxico, debido a sus caracteristicas nutrimentales vy
organolépticas (1). El tamafio de los frutos constituye una variable de calidad y puede ser
expresado en funcion del volumen (2). Ademas, esta variable juega un papel importante en el
estudio de procesos fisioldgicos, disefio de envases y lineas de envasado o empaque (3). El
analisis de iméagenes digitales ha permitido desarrollar métodos para estimar el volumen de
diversas especies horticolas. Sin embargo, se han centrado en productos con forma regular

IColegio de Posgraduados, Campus San Luis Potosi. Posgrado en Innovacion en el Manejo de Recursos
Naturales. Salinas de Hidalgo, San Luis Potosi. 78620.
*Autor para la correspondencia: gerardo.loera@colpos.mx
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como citricos (4) y sandia (5). En el caso de productos con forma irregular, se ha recurrido a
sistemas mas complejos como escaner 3D (6) o la captura de multiples iméagenes (7).

El objetivo del presente trabajo fue estimar el volumen de frutos de mango ‘Ataulfo’ a partir
del area proyectada en una imagen digital y el perimetro de la proyeccion.

Materiales y Métodos

Para realizar la presente investigacion se utilizaron 30 frutos de mango en madurez de
consumo. Se midio el volumen de cada fruto mediante el método de desplazamiento de agua.
Para relacionar el area proyectada y el perimetro con el volumen de los frutos, se tomé una
captura de la cara mas ancha de cada fruto en el sistema desarrollado por el autor del estudio.
Posteriormente, cada imagen se convirtid a escala de grises con base en la intensidad de color
del espacio HSI (Tono, saturacion e intensidad), calculado como el promedio del nivel de los
tres canales (Figura 1). Cada fruto se procesé cinco veces, para determinar la precision. En
total se tomaron 150 imagenes.

Fig. 1 Imagen de un fruto de mango en: a) RGB y b) Escala de grises.

Cada imagen en escala de grises se binarariz6 mediante el método de minimo local con el base
en el histograma de frecuencias (Figura 2). Para calcular el area, se etiquetaron todos los
objetos dentro de la imagen mediante el método recursivo y se cuantifico el nimero de pixeles
en el objeto del centro. Para obtener el perimetro, se aplic6 una erosién con un elemento
estructural de 3x3 a cada imagen binaria, posteriormente se aplico una resta de imagenes entre
la imagen binaria y la erodada; y se cuantificd el nimero de pixeles correspondientes al objeto
del centro (Figura 3).

Finalmente, el area y el volumen se convirtieron a unidades reales mediante el
siguiente factor de conversion (1 Px = 0.0366 cm). Para obtener el factor de conversion se
digitaliz6 una esfera de poliestireno expandido (Unicel®) con diametro de 9.0 cm y se
relaciono el area proyectada con el area tedrica de la seccion transversal (Figura 4).

El sistema para procesar y analizar las imagenes se desarroll6 en la plataforma Visual
Studio Community® 2019 de libre distribucion (Microsoft®), bajo el lenguaje de
programacion Visual Basic®. La precision del método de segmentacidn se determiné con base
en la desviacion estandar (sd) promedio y el coeficiente de variacion (CV).
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Fig. 2 Histograma de frecuencias de una imagen en escala de grises y ubicacién de los
maximos y minimos locales.

D

Fig. 3 a) Imagen en escala de grises; b) Imagen binarizada; y ¢) Identificacion del perimetro.

Fig. 4 Imagen de la esfera utilizada para calibrar las imagenes: a) Imagen en RGB; y b) Imagen
binarizada.
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Se gener6 un modelo de regresion lineal para estimar el volumen de los frutos a partir del area
proyecta y el perimetro; y se determind la raiz del cuadrado medio del error (RCME) de
acuerdo con la ecuacion A. El analisis de los datos se realizé en R-Project® 4.0.3 bajo la
interface RStudio® 1.3.1093, ambos de libre distribucion.

RCME = M (A)

donde: x, es el valor volumen medido; x; es el volumen estimado; y n es el total de
observaciones.

Resultados y Discusion

El método utilizado para segmentacion proporciono una desviacion estandar promedio de 1.02
cm? para el céalculo del area proyectada y 0.39 cm para el calculo del perimetro. Estos
resultados pueden atribuirse a las condiciones de captura de las imagenes, lo que permitié una
segmentacion correcta (9).

El modelo para estimar el volumen de los frutos de mango con base en el area
proyectada sobre la imagen digital presentdé un mejor ajuste, ya que el coeficiente de
determinacion fue 0.93 y un error cuadratico medio de 14.07 cm® (Tabla 1 y Figura 5). Estos
valores de R? son cercanos a los encontrados en mandarina (0.96) (10), naranja (11) y
manzana (3), ambos de 0.99.

Tabla 1. Coeficientes de los modelos de regresion lineal para estimar el volumen de frutos de
mango a partir del area y perimetro medidos en una imagen digital.

Modelo B B R? RCME sd CV (%)
Area -97.66 5.77 0.93 14.07 1.02 1.62
Perimetro -443.67 19.43 0.89 16.98 0.39 1.07

En todos los casos el valor de p<0.001

Area Perimetro

400-

350 -

300-

250-

200-

Fig. 5 Modelos de regresion lineal para estimar el volumen de frutos de mango a partir de una
imagen digital.
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Conclusion

El uso del analisis de imégenes digitales permite estimar el volumen de frutos de mango
‘Ataulfo’ a partir del area proyectada sobre la imagen digital, con exactitud aceptable. Este
método representa una alternativa répida, no destructiva y se podria implementarse
directamente en linea de seleccion.
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Resumen

La produccidn del chile de agua (Capsicum annuum L.) en los Valles Centrales de Oaxaca se
realiza a campo abierto, presentando problemas de plagas, enfermedades, nutricion, factores
que limitan su crecimiento y desarrollo. El objetivo de este trabajo fue evaluar los
componentes vegetativos y de rendimiento en plantas de chile de agua injertadas sobre el
portainjerto CM-334 como alternativa al manejo de la marchitez del chile ocasionada por
Phythoptora capsici en Ocotlan de Morelos, Oaxaca. La investigacion se realizd en
invernadero en la comunidad de San Pedro Apostol, Oaxaca. Para la evaluacién de las plantas
de chile de agua injertadas y sin injertar se realiz6 un disefio experimental de bloques al azar
con cuatro repeticiones, la unidad experimental consistié en cuatro surcos de 5 m de largo,
con una distancia de 90 cm entre surcos y 50 cm entre plantas. Se midieron altura de planta
(cm), altura a la primera bifurcacion (cm), diametro de tallo (cm), indice de area foliar
(m?-m?), peso de fruto (g), nimero de frutos por m?, y rendimiento de fruto (gramos-m?). Los
resultaron arrojaron diferencias significativas (p < 0.05) en los componentes de crecimiento
vegetativo y de rendimiento, con una disminuciédn en el vigor de las plantas de chile de agua
injertadas sobre CM-334.

Palabras clave: chile, parametros agronomicos, Oaxaca.
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Introduccion

El chile (Capsicum annuum L.) es uno de los cultivos mas importantes de México; datos
estadisticos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la agricultura
indican que en 2017 se produjeron en el pais 3 296 875 t de chile verde (1). Existe una gran
diversidad de chiles en la region de “Valles Centrales” del estado de Oaxaca. Este cultivo es
conocido regionalmente como ‘Chile de agua’ (C. annuum), contribuye a la economia local
ya que 90% de la poblacion tiene a esta hortaliza como cultivo primario, genera ingresos
importantes durante los meses de marzo a agosto; ademas durante el proceso de produccion
se emplean aproximadamente 150 jornales-ha-1y la relacion beneficio-costo del cultivo llega
a ser de 3:1. La produccion se destina principalmente a los mercados de la capital oaxaquefia
donde se comercializa en fresco como ingrediente importante en la gastronomia regional. La
produccion del chile de agua, chilhuacle y en menor proporcion tabiche se destinan a los
mercados de la capital oaxaquefia donde se comercializan en fresco (chile de agua y tabiche)
y en seco (chile chilhuacle) siendo importantes en la gastronomia regional. El Servicio de
Informacion Agropecuaria y Pesquera (2) registra 211.05 ha de chile verde en la region de
valles centrales con un volumen de produccién de 1473.46 t.

La informacion anterior, indica que la superficie sembrada y el volumen de produccion
de chile en la region de valles centrales ha disminuido en los Ultimos 15 afios por diversos
factores, entre ellos los problemas fitosanitarios y agrondmicos que reducen de manera
importante la productividad y calidad del chile. Vasquez et al. (3) realizaron un estudio sobre
la etiologia de la marchitez del chile de agua en Oaxaca, México y reportaron que en los ciclos
agricolas 2000 y 2001 la enfermedad de la marchitez del chile se present6 con una incidencia
que fluctud entre 60 y 70% y causé pérdidas econdmicas significativas a los productores. La
enfermedad se present6 en plantas de chile de 50 a 60 dias de edad y se caracterizd por la
marchitez de follaje, caida de flores y frutos, necrosis del tejido externo e interno del cuello
de la raiz y muerte de plantas. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar los
componentes de rendimiento en una variedad criolla de chile de agua injertada sobre el
portainjerto CM-334 como alternativa al manejo de la marchitez del chile ocasionada por
Phythoptora capsici en Ocotlan de Morelos, Oaxaca, México.

Materiales y Métodos

La investigacion se realizo en la comunidad de San pedro Apdstol, Oaxaca (16°44°7"°N,
96°43°33°’0) a una altura de 1491 msnm. Las semillas del portainjerto CM-334 y la variedad
criolla de chile de agua se sembraron en charolas de 200 cavidades con sustrato de turba de
musgo (Peat Moss®) mezclado con perlita (relacion 1:2 v/v) en febrero de 2019 y 28 dias
después se realizaron los injertos, empleando el método de injerto de empalme con base en
Lee et al. (4), inmediatamente después de realizar el injerto las plantulas se asperjaron con una
solucion de acido ascérbico a una concentracion de 100 mg-L (5) y se mantuvieron durante
seis dias en una camara de prendimiento con ausencia de luz, humedad relativa > 95% y una
temperatura de 28°C.

Después se colocaron durante siete dias en una camara de aclimatacion cubierta con
plastico transparente simulando un microinvernadero manteniendo las mismas condiciones de
humedad relativa y temperatura. Una vez lograda la aclimatacion de las plantulas injertadas
se sacaron de la camara y se trasplantaron en suelo acolchado con plastico bicapa
(blanco/negro) bajo condiciones de invernadero. La evaluacion de las plantas de chile de agua
injertadas y sin injertar se realiz6 en un disefio experimental de bloques al azar con cuatro
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repeticiones, la unidad experimental consistio de cuatro surcos de 5 m, con una separacion de
90 cm entre surcos y 50 cm entre plantas.

Resultados y Discusién

Los resultados muestran que hubo una reduccion en todos los valores de las variables de
crecimiento vegetativo en las plantas de chile de agua injertadas sobre el portainjerto CM-
334, la altura de planta y altura a la primera bifurcacion fue menor en las plantas injertadas
con una reduccién de 27.33 cm lo que representa el 22% y 8.28 cm (18%) respectivamente.
El indice de area foliar fue 0.77 mayor en las plantas sin injertar lo que explica que hayan
tenido una mayor acumulacién de peso seco total (Tabla 1). Santos y Goto (6) reportaron
variacion significativa en la altura de plantas de pimiento injertadas con diferentes
portainjertos. Esta diferencia en la altura de las plantas de chile de agua injertadas sobre el
portainjerto CM-334 con respecto a las plantas de chile de agua sin injertar puede estar
asociado al proceso de injertacion que puede producir alteraciones en la absorcion y transporte
de agua y nutrimentos, estos resultados de disminucién en el vigor de las plantas injertadas
coinciden con lo reportado por Garcia et al. (7) quienes evaluaron plantas de chile ancho
injertadas sobre el portainjerto CM-334. Las plantas de chile de agua injertadas sobre CM-
334 mostraron la misma tendencia que los componentes de crecimiento vegetativo, menor
numero de frutos por planta, largo, ancho y peso de fruto (Tabla 2). El largo de fruto
disminuy6 (19%), ancho de fruto (10.5%), peso de fruto (14.6), nimero de frutos por m?
(25.8%), y el rendimiento por m? (36.5%). Estos resultados evidencian una mala interaccion
entre el portainjerto y el injerto; Garcia et al. (7) reportaron un efecto similar al evaluar chile
ancho injertado sobre CM-334 donde el rendimiento disminuy6 19%, sin embargo, el menor
porte de las plantas de chile de agua injertadas sobre el portainjerto CM-334 permite
incrementar la densidad de poblacién en condiciones de invernadero.

Tabla 1. Prueba de comparacion de medias de cuatro variables de crecimiento vegetativo en
chile de agua injertado sobre CM-334. Novauniversitas 2020.

TRAT APL (cm) APB (cm) DTA (cm) IAF (m? m?)
Ch-sin 84.38 a 27.49 a 1.33a 1.82a
Ch-CM-334 61.32b 19.18 b 1.07b 1.34b

DMS 13.27 4.82 0.1473 0.27

Ch-sin: Chile de agua sin injertar, Ch-CM-334: Chile de agua sobre CM-334, APL: Altura de planta (cm); APB:
Altura a la primera bifurcacion; DTA: Diametro de tallo (cm); IAF: indice de area foliar (m?- m?). Letras iguales
dentro de columnas no difieren estadisticamente (P < 0.05).

Tabla 2. Prueba de comparacion de medias de cinco variables de rendimiento en chile de agua
injertado sobre CM-334. Novauniversitas 2020.

TRAT LFR (cm) AFR(cm) PFR(g) NFR(m?)  REN (m?)
Chi-sin 1127a  3.22a 29.71a 66.21a 1967.09 a
Chi-CM-334 9.17 b 2.88 b 25.36b 49.14 b 1246.19 b
DMS 1.27 0.27 217 1138 455.79

Ch-sin: Chile de agua sin injertar, Ch-CM-334: Chile de agua sobre CM-334, LFR: Largo de fruto (cm); AFR:
Ancho de fruto (cm); PFR: Peso de fruto (gramos); NFR: NUmero de frutos por m?; REN: Rendimiento de fruto
(gramos-m?). Letras iguales dentro de columnas no difieren estadisticamente (P < 0.05).
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Conclusiones

El uso del portainjerto CM-334 en plantas de chile de agua induce disminucion del vigor en
altura de planta, didmetro de tallo, indice de area foliar, nimero de frutos, peso de fruto y
rendimiento por m?, sin embargo, puede ser un método alternativo de manejo de Phythopthora
capsici en la region de Valles Centrales de Oaxaca, para disminuir el uso de funguicidas o
cuando se produce chile de agua en un sistema de produccidn organico.
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Resumen

El crisantemo (Chrysanthemum x horturum) es una flor de corte producida en todo el mundo,
respeto a la iluminacion, se clasifica como planta de dia corto que requiere noches largas, su
fotoperiodo critico es de 14.5 horas de luz, los periodos por arriba de este valor, favorecen su
crecimiento vegetativo. Por eso es necesario el control de la floracion ya que es una de las
técnicas mas importantes en la floricultura al igual que el control de la duracion del dia porque
hace posible la produccién de flores de crisantemo durante todo el afio, el descanso nocturno
es el método de control de la floracion mas utilizado tanto en la produccion de crisantemo
cortado como la de maceta. En este estudio, investigamos los efectos de las luces artificiales
las cuales son luz (incandescente, fluorescente, LED y la luz natural) porque cada una
transmite una onda de luz diferente, recordemos que para la inhibicion sobre la floracion se
necesita una onda de luz rojo y la luz roja lejana en un rango de longitud de onda de 620-640
nm, estas luces fueron sometidas al cultivo durante cuatro horas a media noche en un periodo
de 50 dias consecutivas. Los resultados obtenidos, analizamos que para mantener una planta
de crisantemo en etapa vegetativa es viable la aplicacion de la luz fluorescente ya que mostro
un buen desarrollo en la planta y no presento botén floral hasta alcanzar una altura adecuada
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en gusto del mercado, al igual favorece al productor en el aspecto de costo por el hecho de
consumir poca energia eléctrica.

Palabras clave: fotoperiodo, luz artificial y etapa vegetativa.

Introduccion

El crisantemo es una de las especies ornamentales mas cultivadas de todo el mundo. La
produccidn es importante en varios paises europeos, como los Paises Bajos, Gran Bretafia y
Francia; asi como en Colombia, Estados Unidos y Canada donde desde hace mucho tiempo
es un cultivo industrializado. En Centroeuropa, Japon y Estados Unidos ha tenido siempre una
gran demanda por lo que los trabajos de mejora genética son importantes y han dado lugar a
numerosos cultivares con formas y colores (1). Después de la rosa, el crisantemo sigue siendo
la flor cortada mas vendida en las subastas holandesas de flores. El blanco es el color més
vendido con una participacién en el mercado del 40%; tiene que ver con el hecho de que los
crisantemos blancos se prestan mejor para pintarse, 1o que ahora se hace con colorantes
ecologicos de la industria alimenticia. En segundo lugar, estan los crisantemos amarillos
(31%), seguidos de los violetas (11%).

En México, en 2011 la superficie sembrada de crisantemo bajo invernadero fue de
2,479.75 ha, con una superficie cosechada de 2,479.75 ha. Dando una produccién total de
9,403,667.75 ton, con un rendimiento por ha de 3,792.18 ton, con un precio medio rural de
$104.03/ ton. El valor de la produccion en miles de pesos fue de $978,299.59 (2). El presente
trabajo experimenta el efecto de la interrupcion nocturna en la produccion de crisantemo con
tres tipos de luz artificial (luz incandescente, fluorescente, LED vy la luz natural) esperando
obtener una fuente de luz que sea econdémica y que garantice un adecuado control de la etapa
vegetativa de la planta con beneficios para los productores.

Materiales y Métodos

El presente proyecto se realizd durante el periodo de mayo — agosto del 2019 en el poblado
Xocotlan, municipio de Texcoco del estado de México, en las coordenadas 19°30°00""N,
98°53'00""0, y a una altura de 2257 metros sobre el nivel del mar, con una temperatura media
anual de 15.9 °C y una precipitacion media anual de 686 mm (plan de desarrollo municipal,
2013-2015).

Material biol6gico. Para la ejecucion del experimento se utilizaron 400 esquejes de
crisantemo de la variedad Hartman, que se considera una planta de grupo de respuesta de 10
semanas a partir de la aplicacién del primer ciclo inductivo de floracion. Obtenidas de las
plantas madre que el productor tenia en su invernadero.

Desarrollo de campo. Este trabajo se realiz6 en un invernadero tipo tinel de 4 m de
altura, con ventilacion lateral, plastico blanco lechoso y con ventilas cubiertas con malla
antiafidos. Se preparo la cama de enraizamiento elevada de los esquejes de 1x10 m, se coloco
malla sombra (50%) sobre la cama para ayudar a reducir la temperatura del area experimental,
se colocaron las luces artificiales (incandescente, fluorescente y Led) considerando una
distancia de 3 m entre focos y una altura de 1.20 m sobre la superficie de la cama de
enraizamiento, se establecié una cubierta de nailon oscuro de 12 m? dando una simetria para
cuatro piezas con una medida de 3 m? cada una, para la division de cada tratamiento de luz,
esto con el motivo de evitar que las luces artificiales tuvieran alguna interferencia entre los
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tratamientos. Los tratamientos estuvieron conformados por TO: Luz natural, T1: Luz LED,
T2: Luz Fluorescente, y T3: Luz incandescente.

Se seleccionaron las plantas madres de crisantemo para experimento, considerando
que fueran plantas vigorosas, hojas sanas sin sintomas de deficiencias nutrimentales visibles
y tallos firmes y gruesos. Los esquejes seleccionados de cada planta, se cortaron con una
medida de 6 cm de largo. Se llevaron a la cama de enraizamiento en donde se les aplico un
enraizador comercial a base de la auxina Acido Indol-3-Butirico al 0.15% (RADIX® 1500)
esto para facilitar la emision de raices adventicias. En cada tratamiento se colocaron 100
esquejes en dos repeticiones de los cuatro tratamientos fue un total de 400 esquejes, se
establecieron a una distancia de 10x12 cm, y se dio un mantenimiento de cuidados necesarios.
Se colocd un Timer para controlar el tiempo de alumbrado de cada uno de los focos cuatro
horas durante la noche en un horario de 11:00 pm a 3:00 am durante 50 dias consecutivos,

Toma de datos. Se eligieron 10 plantas al azar en cada tratamiento después de 50 dias
del establecimiento del experimento, donde se evaluaron la condicion del &pice (vegetativa o
reproductiva), vegetativa (cuando se dispone en seguir generando hojas, nudos y entrenudos)
o0 reproductiva (cuando se prepara en proximo desarrollo del boton floral) del meristemo; la
longitud del tallo, nUmero de hojas y entrenudos hasta el altimo primordio foliar, longitud de
los ultimos entrenudos, peso fresco y seco del esqueje, longitud de la raiz, nimero de raices y
area foliar. Se utilizo un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos de las cuales
cada tratamiento tiene diez repeticiones, los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de
varianza (ANOVA) y comparacién de medias con la prueba de Tukey (p< 0.05) utilizando el
paquete estadistico SAS® 9.0 (3).

Resultados y Discusion

Se observo que el TO y T2 no presentaron diferencias significativas en la mayoria de los
factores, sin embrago, se logré observar que el TO presentd botdn floral que se identificd con
ayuda de un estereoscopio, y por este motivo no se considera viable ya que lo que se busca
con el experimento es mantener la planta en una etapa vegetativa hasta que alcance una
caracteristica aceptable para poder inducirse a la floracion (Tabla 1).

Tabla 1. Factores fenoldgicos del desarrollo de esquejes de crisantemo.

Tipo de Luz PF PS AF AT #H #N LR #R LN
Natural 8.09a 1.03a 96.07a 16.45a 21.10a 16.70a 8.09a 13.05a 0.95a
Fluorescente 7.70a 091ab 9586a 1445b 2095a 1425b 7.57a 10.30b 0.77ab
Incandescente  6.69b 0.82bc 87.08ab 14.22bc 20.60ab 13.95b 6.44b 9.90b 0.70 b
LED 6.35b 0.78c 78.19b 1280c 19.05b 1385b 6.12b 9.35b 0.68 b

PF: Peso fresco, PS: Peso seco, AF: Area foliar, AT: Altura total, #H: Ndmero de hojas, #N: Numero de nudos,
LR: Longitud de la raiz, #R: Numero de raices, LN: Longitud de los entrenudos,

El T2 present6 caracteristicas favorables acorde a nuestros objetivos en cada uno de
los factores evaluados, mostré que la condicion del apice es totalmente vegetativa y que podia
seguir generando nuevas hojas, nudos y entrenudos, por lo tanto, no presentaba induccién de
botones florales y también tuvo altos indices en peso fresco en un porcentaje de 7.70 g, peso
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seco 0.91 g, area foliar 95.86 cm?, altura total 14.45 cm, numero de hojas 20.95, numero de
nudos visibles 14.25, longitud de raiz 7.57 cm, numero de raiz 10.30. La Unica desventaja de
este tratamiento fue que presentd una elongacién mayor en los ultimos seis entrenudos lo cual
no es deseable en un tallo floral. los tratamientos T1, T2, T3 tuvieron aspectos en comun ya
que los tres mostraban a la planta en condicion vegetativa del meristemo pues no habia
superado a la etapa reproductiva, pero ciertos factores fueron inferiores al T2.

Conclusiones

El mejor tratamiento para la técnica del manejo fotoperiddica de esquejes de crisantemo es la
lampara fluorescente, porque sus resultados fueron superiores a los demas tratamientos
ademés de mantener el esqueje en su etapa vegetativa, y por lo tanto no mostrar induccion
floral, esto es una de las alternativas para que la planta llegue a alcanzar una altura deseable y
aceptable en gusto del mercado, ademas de contar con altos indices en altura, numero de hojas,
nudos, entrenudos, buena longitud de raiz y cantidad de raices, factores que reflejan la calidad
de le flor en el aspecto de tamafio y forma las cuales favorecen al productor en la
comercializacion del producto. Asi mismo, la luz fluorescente consume poca energia eléctrica
la cual reduce el gasto econémico, y es muy favorable para mantener un invernadero que
permite las condiciones 6ptimas para el cultivo de crisantemo.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue identificar el sito de infestacion y evaluar el dafio
ocasionado por el barrenador grande de hueso en cuatro huertas de aguacate variedad Hass,
en la comunidad de Rio Humo Santiago Textitlan Oaxaca; plaga que afecta al fruto dejando
perforaciones en el epicarpio, lo que ocasiona péerdidas superiores al 50% de produccion. Cada
15 dias se realizaron muestreos para detectar la presencia de la plaga, y si este era el caso, se
aplicaban cada 10 dias los métodos de control cultural y quimico. Las cuatro huertas de
aguacates en donde se realiz6 el diagnostico se encontraban en desarrollo de produccion, la
disponibilidad de fruta fue >20 kg/ arbol. De acuerdo con la disposicion de la parcela, se ubico
el niumero de hileras y totales de arboles de cada huerta. La primera visita se realiz6 un censo
de las cuatro huertas para determinar la cantidad de arboles que tiene cada una de ellas, y
estado fenoldgico de los frutos. En el segundo muestreo se selecciond los arboles a muestrear.
De cada arbol se seleccionaron cuatro frutos expuestos a los rayos solares y con dafios de
perforaciones con diametros de 2 a 5 centimetro, se inspecciond visualmente para detectar los
dafios causado. en el primer muestreo en la huerta 1 y 3 no se encontr6 ningun dafio al cultivo,
mientras que en la huerta 2 se obtuvo un 60% y en la huerta 4 un 14% de dafio al implementar
las medidas de manejo y control logramos observar que disminuye significativamente la
infestacion a un 12.0 y 2.8 %, respectivamente.

Palabras clave: aguacate, manejo, control, cultural, quimico.
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Introduccion

En la actualidad el aguacate Persea americana Mill var. Hass (Lauraceae) es un fruto con una
demanda creciente en los mercados internos y externos, gracias a su aceptado consumo en
fresco, sus cualidades nutracéuticas y multiples usos, tanto en la industria alimenticia como
en la cosmética y farmacéuticas, y es uno de los principales alimentos del hombre. Es un
producto rentable que genera ingresos a los productores, es por eso que desde hace algunos
afios se han hecho plantaciones extensas, debido a las posibilidades que brindan los mercados,
lo que repercute en la economia del productor. Sin embargo, existen situaciones que el
productor dificilmente puede manejar, entre ellas el manejo de plagas y enfermedades, que no
solo limitan el rendimiento, también la calidad de la cosecha (1).

El aguacate es una especie que aparentemente se originé a lo ancho del area geografica
oriental y central de México, en las partes altas de Guatemala y en las costas del pacifico de
Ameérica central. Evidencias arqueoldgicas indican que la seleccion y utilizacion de este
cultivo tiene en México mas de 10,000 afios, debido a que se encontraron semillas en cuevas
del valle de Tehuacéan, en el estado de Puebla; durante este tiempo se observd una seleccion
progresiva en el aumento del tamafio de los frutos, las semillas descubiertas fueron
comparadas con los niveles de excavacion en las cuevas y se encontré que tenia otras
cualidades deseadas (2).

Entre las plagas de mayor incidencia en el cultivo de aguacate, se encuentra el
barrenador grande del hueso Heilipus lauri Boheman (Coleoptera: Curculionidae: Molytinae)
(3). El impacto de este coleoptero se refleja en la calidad del fruto y la disminucion en su
produccion; los dafios inician cuando la hembra adulta realiza un orificio en donde oviposita
sus huevecillos, que tarda 14 dias en eclosionar a estado larva, en esta etapa ocasiona mas
dafio, primero atraviesa la parte carnosa del fruto, lo cual provoca que en el orificio de entrada
sea cubierto con residuos producto de la penetracién y de la secrecion bocal posteriormente
escurre un liquido blanquecino, provocando pudricién y caida prematura del fruto,
repercutiendo asi los ingresos de los productores (4). El barrenador grande del aguacatero, ha
tomado gran importancia en los ultimos afios, debido al impacto econémico que tiene en los
ingresos del productor. Los focos de infestacion lo constituyen plantaciones de arboles criollos
que generalmente reciben poca atencién; su presencia es constante, y dado que las
aplicaciones de productos insecticidas son frecuentes, sus dafios no han aumentado.
Actualmente tiene una amplia distribucién en el Estado de México (5). El area aguacatera
afectada por el barrenador de hueso de aguacate esta comprendida por Morelos, Michoacan,
Puebla, Estado de México, Querétaro, Guerrero, Nayarit y Oaxaca. En el Estado de México
se han detectado zonas con baja infestacion en los municipios de Malinalco, Tenancingo,
Coatepec Harinas, Ixtapan del Oro, Temascaltepec, Ocuilan, Villa de Allende y Donato
Guerra (6).

Actualmente se reconocen tres razas botanicas de aguacate: mexicana, guatemalteca y
antillana. La raza mexicana tiene como principal caracteristica ser muy resistente al frio, asi
como también su alto contenido de aceite. El tamafio del fruto es variable, con tendencia a
pequefio. La raza guatemalteca posee un fruto de tamafio pequefio y forma redonda, cuya
caracteristica principal es su cascara gruesa. La raza antillana se adapta a clima tropical y es
mas tolerante a la salinidad, también tiene un lapso de flor a fruto bastante corto y el tamafio
de su fruto es mayor que las otras razas. Dentro de las variedades mas importantes se
encuentran Hass, Fuerte, Red, Bacon, Pinketon y Gwen (7).

Los estados con mayor produccion de aguacate son Michoacan, Jalisco, Estado de
México, Nayarit y Morelos que comprenden mas del 72.7% de la superficie total cultivada.
En Michoacéan para 2015 se cultivo el 78.6% de la produccién en México, con una produccion
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aproximada de 1.62 millones de toneladas de fruta que correspondieron al 84.89% del
volumen de la produccidn nacional (8). A nivel mundial, México es el principal productor de
aguacate, en 2012 concentré 30.19% de la produccion mundial, seguido de Indonesia y de
Republica Dominicana (6.75% Yy 6.65% respectivamente); nacionalmente la produccion de
aguacate ha crecido de manera importante en los ultimos afos, entre 2002 y 2015 la tasa de
crecimiento promedio anual fue del 4.2%, mientras que entre 2011 y 2015 el crecimiento
promedio fue del 8.7%. En el 2015 se obtuvieron en total un millén 624 mil toneladas de
aguacate, en tanto que hasta julio del 2016 la produccion alcanzo las 986 mil toneladas (9).

Es por eso que en el presente trabajo se realizé un diagnostico de todas las parcelas de
los productores de la comunidad de Rio Humo, Santiago Tultitlan, Oaxaca, para tener un
estatus fitosanitario, y dar un manejo agrondmico adecuado para el control de esta plaga, por
lo que se realizaron aplicaciones quimicas y control cultural en el cultivo.

Materiales y Métodos

Caracteristicas del estudio. La localidad de Rio Humo esta situada en el Municipio de
Santiago Textitlan en la sierra sur del Estado de Oaxaca a una altura de 2265 metros,
conformado por 524 habitantes. El estudio se realiz6 en una huerta de aguacate ‘Hass’, con
una superficie de 5 ha con 1310 arboles, las huertas estan distribuidas de la siguiente manera,
Huerta 1 de 1.5 ha con 380 arboles, Huerta 2 con una superficie de 1.0 ha con 250 &rboles,
Huerta 3 con 1.0 ha con 270 arboles, Huerta 4 de 1.5 ha con 410 arboles; se tomé el 10% del
total de arboles para el muestro, los arboles se encontraban en un rango de cuatro a cinco afios
de edad, una altura de dos y cuatro metros, que se produce bajo condiciones de temporal, una
vez determinado la superficie se realizé un muestreo de acuerdo a la metodologia del manual
operativo de la NOM-066-FITO-1995 para la campafia plagas reglamentadas del aguacatero
vigente (10).

Muestreo de barrenador grande de hueso. Cada 15 dias se realizaron muestreos para
detectar la presencia de la plaga, y si este era el caso, se aplicaban cada 10 dias los métodos
de control cultural y quimico. Las cuatro huertas de aguacates en donde se realizé el
diagndstico se encontraban en desarrollo de produccion, la disponibilidad de fruta fue >20 kg/
arbol. De acuerdo con la disposicion de la parcela, se ubicé el nimero de hileras y totales de
arboles de cada huerta. La primera visita se realizé un censo de las cuatro huertas para
determinar la cantidad de arboles que tiene cada una de ellas, y estado fenoldgico de los frutos.
En el segundo muestreo se selecciond los arboles a muestrear. De cada arbol se seleccionaron
cuatro frutos expuestos a los rayos solares y con dafios de perforaciones con diametros de 2 a
5 centimetro, se inspecciond visualmente para detectar los dafios causado (Figura 1).

Control del barrenador de hueso. El control cultural se realizé de manera manual
eliminando todos los frutos con perforaciones, y enterrandola en una fosa ubicada a mas de
un kilometro de distancia a la huerta. El control quimico se realiz6 con aplicacion foliar para
eliminar el barrenador en estado adulto con malation a la dosis recomendada por la casa
comercial.

Resultados y Discusion

En la Figura 2 se muestra los arboles muestreados y nimero de arboles infestados, de igual
manera huertas con presencia del barrenador grande de hueso. En la huerta 2, los arboles
muestreados fueron 25 la cual se encontrd 15 arboles infestados del barrenador, en la huerta
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4, los arboles muestreados fueron 41 donde se encontraron 5 &rboles con dafios de la misma.
La presencia de esta plaga se debe a que las huertas no tienen un manejo agronémico, de
eliminacion de malezas, podas y aplicacion de productos preventivos para la pretension del
barrenador H. lauri, de igual forma no se cuenta con los equipos especializados para realizar
las aspiraciones de los productos mencionados. Es por ello que al detectar esta plaga se
implementa un control cultural y quimico (11). En la huerta 1 y huerta 3 se no se encontro
arboles con presencia de esta plaga debido a que cuenta con un manejo agronémico adecuado
con riego, fertilizacion y eliminacion de malezas.

Fig. 1. Frutos de aguacate con perforaciones provocados por la plaga.

SITIOS DE INFESTACION
40 38
35
30 25
_'_lﬁ 25
2 20 15
< 15
< 3
0 0
5 L |
Miguel Tefte Eleazar Artemio
huerta 1 huerta 2 huerta 3 huerta 4

Productores

H Plantas muestreadas ~ Eplantas infestadas

Fig. 2. Infestacion del perforador del hueso del aguacate por huerta.
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En la Figura 3 podemos notar que en el primer muestreo en la huerta 1 y 3 no se encontrd
ningun dafio al cultivo, mientras que en la huerta 2 se obtuvo un 60.0% y en la huerta 4 un
14.0% de dario; al implementar las medidas de manejo y control logramos observar que
disminuye significativamente la infestacion a un 12.0 y 2.8 %, respectivamente.

Porcentaje del cultivo infestado
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A 0
0% Y el Huerta 2
0
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Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3 Muestreo 4  Muestreo 5

mHuertal mHuerta2 Huerta3 mHuerta4

Fig. 3. Porcentaje de disminucion de dafio al aplicar control quimico.

Conclusiones

Para la eliminacion del barrenador de hueso H. lauri se requiere realizar un diagndstico y
muestreos para deteccion de areas o sitios infestados independientemente del porcentaje
poblacional de esta plaga, es obligatorio realizar un control cultural y quimico empleando
productos selectivos como el malation, debido a que es muy eficiente cuando la plaga aun no
oviposita los huevecillos. Es importante hacer las aplicaciones cada 10 dias como
recomendacion para asegurar la eliminacion del adulto y con ello asegurar una buena
produccion y tener frutos de calidad durante el afio, también se recomienda hacer rotacion de
productos quimicos que cuenten con ingrediente activo la cipermetrina como de igual manera
realizar un manejo cultural estricto en el que no se permita la presencia de malezas o alguna
planta que hospede al insecto y contar con algin equipo de fumigacién presurizado que
permita hacer un asperjamiento completo en los arboles.
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Evaluacion de tres extractos vegetales para el control de insectos
chupadores en el cultivo de chile serrano (Capsicum annuum) en
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Resumen

El chile serrano es la segunda variedad més producida en México, con un rendimiento
promedio de 60 ton ha-1y un rendimiento por planta de 1.7 kg. Se consume en fresco para la
elaboracion de salsas y picado en cualquier platillo. En el ambito econémico se generan
ganancias al comercializarlo y ayuda a las necesidades basicas de la familia: alimento,
vivienda y vestimenta. Este cultivo es una buena alternativa de produccién para los
productores, sin embargo, la calidad de la produccién ha sido baja y no se ha podido alcanzar
margenes que beneficien a los agricultores por el dafio ocasionado por plagas. Actualmente
para combatir las plagas se ha usado el control quimico, pero representa un incremento en el
costo de produccidn, ademas de generar contaminacién ambiental y presencia de residuos en
la cosecha. Por ello en la presente investigacion se utilizaron tres extractos vegetales acuosos
(epazote, ajo y paraiso) para el control de insectos chupadores en el cultivo de chile serrano
(Capsicum annuum), los cuales actian como repelentes afectando principalmente el sistema
nervioso de los insectos, esto fue con el objetivo de evaluar la eficacia y rentabilidad de
métodos de control mas amigables con el ambiente y la salud del consumidor. Como resultado
se obtuvo que las especies vegetales evaluadas como extracto vegetal mostraron efecto para
el control de insectos chupadores (trips, pulgon, mosca blanca, arafia roja, cochinilla y
chicharrita), causando toxicidad, mortalidad, paralizando el sistema nervioso, inhibicion del
crecimiento y supresion del comportamiento reproductivo de las plagas.

Palabras clave: plagas, extractos vegetales, control quimico.
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Introduccion

La importancia del cultivo del chile serrano en México se deriva tanto por la extensa superficie
establecida, como por su amplio consumo en el medio rural y urbano, se consume en fresco
para la elaboracion de salsas y picado en cualquier platillo; ademas, posee propiedades
medicinales, cosmetoldgicas y como componentes en la elaboracion de insecticidas. En el
ambito econdmico se generan ganancias al comercializarlo y ayuda a las necesidades bésicas
de la familia: alimento, vivienda y vestimenta. El chile serrano es la segunda variedad mas
producida en México, con un rendimiento promedio de 60 ton ha-1 y un rendimiento por
planta de 1.7 kg. La mayor superficie del cultivo de chile se encuentra en la parte norte del
estado y contribuye con més de 90 % del volumen de la produccién estatal, la cual se
comercializa y se consume en fresco (1).

Este cultivo es una buena alternativa de produccién para los productores, sin embargo,
la calidad de la produccion ha sido baja y no se ha podido alcanzar margenes que beneficien
a los agricultores por el dafio ocasionado por plagas como mosca blanca Bemisia tabaci
Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae), Arafia roja Tetranychus urticae C.L. Koch
(Prostigmata: Tetranychidae), Trips Frankliniella occidentalis Pergande (Thysanoptera:
Thripidae), Pulgdn Myzus persicae Sulzer (Homoptera: Aphididae), Chicharrita Empoasca
spp. Walsh (Hemiptera: Cicadellidae), Cochinilla algodonosa Phenacoccus solani Ferris
(Hemiptera: Pseudococcidae) (2-6). Actualmente para combatir las plagas se ha usado el
control quimico, sin embargo, no ha resultado efectivo ya que representa un incremento en el
costo de produccion, ademas de generar contaminacion ambiental y presencia de residuos en
la cosecha (7).

Por ello en la presente investigacion se tiene como objetivo de evaluar la eficacia y
rentabilidad de extractos vegetales como método de control mas amigable con el ambiente y
para la salud del consumidor.

Materiales y Métodos

El proyecto se llevé a cabo en el periodo mayo-agosto del 2019 en el campo experimental del
Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR) en
Santa Cruz Xoxocotlan, se localiza en la region de los Valles Centrales, pertenece al distrito
del centro y se ubica en las coordenadas 96°44' longitud oeste, 17°02" latitud norte y a una
altura de 1530 metros sobre el nivel del mar.

Preparacion del terreno. Se realiz6 la limpieza en el interior del macrotunel
desalojando las malezas y residuos de cultivos anteriores, se quito el acolchado y se recogieron
las cintillas que contenian las camas, posteriormente se hizo la limpieza alrededor (exterior)
del macrotanel quitando pastos y hierbas presentes. Un dia después de realizar el riego pesado
a las parcelas se hizo el trasplante de las plantas del chile serrano, se trasplantaron 10 plantas
en forma de zigzag en cada parcela a una distancia de 40 cm entre ellas, en total se
trasplantaron 120 plantulas por que se tenian 12 parcelas, tres parcelas por cama.

Elaboracion y colocacion de las trampas. Se elaboraron trampas pegajosas (amarillas
y azules) de plastico de 20x25 cm, una vez cortadas las placas se pegaron con cinta adhesiva
las orillas de una placa azul con una amarilla para formar una sola placa y asi sucesivamente
hasta tener 12 placas, de ahi se sujetaron las orillas de la placa en dos carrizos y se les aplico
aceite comestible en ambos lados de la placa, al terminar de elaborar las 12 trampas se colocé
una trampa en medio de cada tratamiento y de igual manera a las tres parcelas testigos.
Después se realizaron trampas de agua, las cuales eran bandejas de color amarillo y azul que
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contenian agua mezclada con jabon (el jabon se usé para romper la tension superficial del
agua y las plagas no pudieran salir), se colocaron las trampas de agua (bandejas de color azul
y amarillo) sobre los bordos, una de cada color en cada parcela. La colocacion de las trampas
pegajosas se realiz6 a los 15 dias después del trasplante y las trampas de agua se colocaron a
los 20 dias después del trasplante.

Obtencidn de extractos vegetales. Se utilizaron tres especies vegetales, epazote, ajo y
paraiso. Del epazote y el paraiso se utilizaron hojas frescas, y del ajo los bulbos. La obtencién
de los extractos vegetales se realiz6 mediante el método de maceracion-decoccion, el cual
consistio en dejar reposar 200g de la parte vegetal en 2 litros de agua durante 24 horas y
posteriormente hervir durante 20 minutos para obtener los extractos crudos a una
concentracion del 10%.

Aplicacion de los tratamientos. La aplicacion de tratamientos se comenz0 a los 20 dias
después del trasplante, se establecieron tres repeticiones por tratamiento, ademas un testigo
sin aplicacion de extractos vegetales. La cantidad de extracto fue aumentando de acuerdo a la
etapa fenoldgica en gue se encontraba la planta. La aplicacion se realizo de forma foliar cada
7 dias durante la tarde.

Monitoreo de plagas. Se contd con 12 parcelas con 10 plantas cada una, cada parcela
fue un tratamiento diferente. Para monitorear las ninfas y los adultos insectos plaga se
contabilizé de forma manual tomando datos de 4 plantas por repeticién de cada tratamiento
las cuales fueron seleccionadas completamente al azar y hacer un promedio por tratamiento.
La revision se realizd cada cinco dias y se llevo un registro de los insectos chupadores
presentes.

Ndmero de insectos chupadores por planta. El conteo inicial se realizo a los 19 dias
después del trasplante para verificar la presencia de plagas. Se realiz6 la toma de datos cada 5
dias y se finalizo a los 74 dias después del trasplante. Se observo el haz y el envés de las hojas
de la planta con ayuda de una lupa y se contabiliz6 el nimero de insectos presentes.

Resultados y Discusion

Los extractos vegetales son sustancias activas obtenidas de una planta, dentro de su estructura
contienen compuestos conocidos comunmente como alcaloides, las cuales actian como
agentes, insecticidas, repelentes, afectando principalmente el sistema nervioso de los insectos.
Las sustancias activas de los extractos se incorporan a un liquido que puede ser agua o alcohol,
la extraccion puede ser en caliente o en frio y el método de extraccion depende de la parte de
la planta a emplear. Como ya se menciono anteriormente los extractos vegetales actian como
biocontroladores, debido a la presencia de metabolitos secundarios. Estos son normalmente
no esenciales para el proceso metabdlico basico de la planta. Entre ellos se encuentran
terpenos, lignanos, alcaloides, esteroides y acidos grasos (8).

Los metabolitos de algunas plantas producen efectos tdxicos al ser ingeridos por los
insectos, varios documentos han reportado propiedades entomotoxicas de extractos crudos en
diferentes especies vegetales. Los extractos actlan de varias maneras, ya sea paralizando el
sistema nervioso o deteniendo la respiracion del insecto; una de las caracteristicas importantes
de estos insecticidas, es que penetran la cuticula y no necesitan ser ingeridos; por otro lado,
tienen una vida muy corta (horas o dias), por lo que es indispensable que el insecto sea tocado
por las gotas del extracto. Aunque la mayoria de los extractos de especies vegetales que se
utilizan como insecticidas no eliminan al insecto por intoxicacion, sino que generalmente
inhiben el desarrollo normal de estos al actuar como repelentes o disuasivos de alimentacion
u ovoposicion (9).
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Ndamero de plagas por planta. Los resultados obtenidos muestran que todos los tratamientos
evaluados tuvieron efecto sobre las poblaciones de insectos chupadores en el cultivo de chile
serrano, hubo un control de insectos por lo que las poblaciones no aumentaron
significativamente. A los 34 dias después del trasplante hubo un aumento de plagas debido a
que en el cultivo comenzaba la floracion. El tratamiento con mejor efecto fue el extracto de
paraiso (Figura 1).
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Fig. 1. Numero de plagas presentes en el cultivo de chile serrano.

Porcentaje de insectos chupadores. Se realiz6 un conteo de cada plaga de las plantas
seleccionadas por tratamiento, cada tratamiento tomo el valor de 100 %, esto con la finalidad
de conocer en que plaga hizo mas efecto el tratamiento aplicado. Para calcular el porcentaje
se contaron el total de las plagas chupadoras que se presentaron en cada tratamiento. Se
observo que la plaga que mas se presentd en las plantas en los tres tratamientos y el testigo
fue pulgdn (Figura 2).
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Fig. 2. Porcentaje de plagas por tratamiento aplicado en el cultivo de chile serrano.
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Conclusiones

Los extractos vegetales son efectivos para el control de las plagas del cultivo de chile serrano.
Las especies vegetales evaluadas como extracto vegetal mostraron efecto para el control de
insectos chupadores (trips, pulgén, mosca blanca, arafia roja, cochinilla y chicharrita). El
extracto de ajo control6 la mayoria de los insectos chupadores que se presentaron en el cultivo.
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