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Fondo Sectorial parala Investigacion, el
Desarrollo y la Innovacion Tecnologica
Forestal

"Disefio de un paquete tecnologico integral
para el control de la pudricion de cuello y raiz
provocada por el hongo Kretzschmaria zonata
en plantaciones de Tectona grandis "Teca" en
el Subtropico y Tropico de Meéxico" 2014-C04-
249578
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Aislamientos puros de Kretzschmaria sp

TTP2- TTP2-5A

Laboratori - w —3
M K
e estudios moleculares A
cados a la biologia

Grupo d
o CONAFOR
COMISION NACIONAL FORESTAL



http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://dti.cucea.udg.mx/?q=es/nuevo/recursos&ei=DVdSVa3lKIixggTquoGYAg&bvm=bv.92885102,d.cWc&psig=AFQjCNFJO89_MhPPq7Ur5m7m-RyeAHI4yg&ust=1431545987305389
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://dti.cucea.udg.mx/?q=es/nuevo/recursos&ei=DVdSVa3lKIixggTquoGYAg&bvm=bv.92885102,d.cWc&psig=AFQjCNFJO89_MhPPq7Ur5m7m-RyeAHI4yg&ust=1431545987305389

4

Y CONACYT

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

Q
O

M-11 Tiz
M-12 Tiz
M-10 Tiz
M-8 Tz

M-8 Tiz

M- Tiz

M-12 Tiz
M-14 Tz
M5 Tz
M-8 Tz
M7 Tiz
M-18 Tz
W13 Tz
W20 Tiz
M-2 Tiz

1 M-2 Tiz

h-4 Tiz

T~ T2

GU200072.1| Kretzs chmaria guyanensis

— K.J154855 1| Kretzs chmaria micropus
EF026125.1| Kretzs chmaria lucidula
EF0328128.1| Kretzschmaris claws

KC47 7237 . 1| Kretzs chmaris dews ta strein CBS 163.92

KT281901.1| Wretzschmaris dewsta s train CBS 162_83
EF 155500, 1| Kretzs chmaria deusta
FREEESES. 1| Kretzs chmaria deusta
AJ280435 1| Kretzs chmaria deista
EUME208T.1 | Kretzschmaria dews ta
EF155801.1| Kretzs chmaris deusts.
AJ280437.1| Kretzs chmaria deists
KT281802 1| Podes ordaris tulssnei strain CBS 128_80
4‘ AYSTIET0.1| Podosordaria tulss nei
EF026118. 1] Res ellinia lamprostoma

EF025118.1| Ros llinia lampros toma

KJET2182.1| Cregsphaeria sess sfias
—{ KF5T45T8. 1| Crecsphaeria sasssfras
KPOS0577.1| Crecsphesria sassafas

4412488 1| F solani (JG2)

i3]

Las inferencias filogenéticas se analizaron utilizando el método NeighborJoining (Saitou y Nei, 1987) con
el programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007). Se utilizé la secuencia de F. solani KJ412498 como Outgroup
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Crecimiento pseudoestromatico en cultivos in vitro

a) Colonia de K. zonata en medio YMPG con x dia de cultivo, b) pseudoestroma emergiendo
b) de la colonia, c) pseudoestroma y d) ascospora
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IDENTIFICACION MORFOMETRICA DE K. zonata

a) Recio et al., 2014; b) San Martin et al., 1997; ¢) Cibran-Tovar et al., 2014; d), e) y
f) ascosporas provenientes de pseudoestromas desarrollados in vitro.
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Descripcion morfométrica de K. zonata

AUTORES AISLAMIENTOS

San-Martin y Rogers y Ju Recio et al Cibrian-Tovar et  Kretzschmaria
Lavin (1997) (1998) (2014) al (2014) In vitro
Tizimin
Ascosporas de Ascosporas de Ascosporas Ascosporas de Ascosporas

color casi negro,
elipsoides

inequilaterales a
crescénticas con

color marrén

oscuro a marrén
negruzco , 21-34
X 8.5-12 ym con

unicelulares, café

oscuras,

fusiformes a

elipsoides,

color café muy
oscuro a casi
negro, elipsoides
inequilaterales a

unicelulares, café
claras, fusiformes
a elipsoides,
inequilaterales,

extremos un linea germinal inequilaterales crescénticas con extremos agudos
estrechos, igual a la con extremos extremos de (19-) 25.3 (-
frecuentemente longitude de la agudos estrechos, 28) x (8) 9 (-
constrefiidos, de espora o de25-37x9— frecuentemente 11). Lisos, linea
25-29(30) x 8-12 cercana. 12 ym, lisos, constreiidos, de germinal recta,
pm, con linea Distribucion en linea germinal (25-) 29 (-30) x menor que la
germinal recta, zonas recta, (8-) 12 um, conla longitud de Ila
casi a todo lo subtropicales a ligeramente linea  germinal ascospora

largo tropicales menor que la recta, casi a todo

del propéagulo. longitud de la lo largo de la

espora. espora.
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¢,Para que sirve conocer al agente causal de
la enfermedad?

. : . Infeccion

v' Conocer la epidemiologia de la enfermedad : .,
Dispersion

v' Seleccion de productos quimicos o » Ensayos de efectividad

biolégicos biolégica in vitro e in

situ

v’ Seleccion de material genético = Ensayos de resistencia o
tolerancia in situ y en
campo

» Uso de productos
quimicos y/o biologicos
v" Manejo integrado de a enfermedad mas eficientes
= Manejo cultural
= Manejo genético (Uso de
variedades tolerantes)
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Evaluacion de la patogenicidad

Laboratori - W >
GeN Bio N8

S
upo de estudios moleculares
plicados a la blologia (:ONAFOR
COMISION NACIONAL FORESTAL


http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://dti.cucea.udg.mx/?q=es/nuevo/recursos&ei=DVdSVa3lKIixggTquoGYAg&bvm=bv.92885102,d.cWc&psig=AFQjCNFJO89_MhPPq7Ur5m7m-RyeAHI4yg&ust=1431545987305389
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://dti.cucea.udg.mx/?q=es/nuevo/recursos&ei=DVdSVa3lKIixggTquoGYAg&bvm=bv.92885102,d.cWc&psig=AFQjCNFJO89_MhPPq7Ur5m7m-RyeAHI4yg&ust=1431545987305389

000200
CONACYT

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

S

Aislamiento en plantas testigo

Raiz
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Planta inoculada con K. zonata

Raiz

a) Planta con sintomas de marchitez, b) base de tallo y raiz con lesiones
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100 EFQ25126.1| KRizssmmana claus
_E EF026125.1| KRtzachmana lokula
KTZ81901.1 | Kretzachmarla deusta
96 a7 EF155501.1| Keizaohmana deusta
AJ320435.1| Mretzaanmarnts deusta
FRES5365. 1| Keizschmana deusta
KCATTI37.1| Kretzschmarks deusts
AJ3S0437.1| Mretzsenmarnts deusta
b EF155500.1| Ketzschmana deusta
100 Av572870 1) Fodosamarts ulssnel
KT281902.1 |Pososandare tulssnel
FL154955.1| Kretzs eamaria misnogus
W': GUF0007a 1 Kreizschmarla quyanensE

EFQ26118.1| Reselinls Emprostoma

100

]

KPOS057T.1| Creosphaena sassalas

KF5T4E76. 1| Crrosphaeia sassafams
g1L||us:'2192.1| Creosphaeria sassafras
KJ412498 1] Fusariam solanl

a1s 10 i3 0o

Las inferencias filogenéticas se analizaron utilizando el método NeighborJoining (Saitou y Nei, 1987) con
el programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007). Se utilizé la secuencia de F. solani KJ412498 como Outgroup
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ESTRATEGIAS DE MANEJO
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MANEJO CULTURAL

1. Eliminacién de plantas con sintomas
visibles 'y remocion de cuerpos
fructiferos del hongo.

2. Manejo de densidad de arbolado
(aclareos).

3. Desinfeccidon de herramientas de poda.

4. Control bioldgico, Trichoderma
harzianum, T. lignorum y T. viride,
Bacillus subtilis.

U

Tapetes sanitarios.

Cibridan-Tovar, 2015 (Curso)

No hay reportes de evaluaciones in vitro y/o in situ de cepas comerciales de
biofungicidas Y fungicidas sintéticos contra este hongo.
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Aspectos del manejo de pudriciones
en especies forestales
v' Muchas técnicas y practicas
culturales se han desarrollado para
tratar de controlar la pudricion del
tallo.
v En el mejor de los casos, éstos
pueden retrasar el desarrollo del
patdgeno.
v" No existe aun una forma efectiva y
econdmicamente aceptable de
controlar las enfermedades.
Durand-Gasselin et al., 2005.
e { <
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Desventajas del manejo de
pudriciones en especies forestales

todas las especies forestales de S8 S
importancia. A

v' La rotacion de cultivos no es aplicable a §
estas especies.

v El control de una enfermedad no se logra [l
utilizando solo una accion correctiva. =

v' En algunos casos el dafio es cada vez méas &5
grave y ocurre mas temprano de un ciclo de #sa
siembra a otro.

Eyles et al., 2008. s ag

Abraham et al., 2013. BPAE aCl o aries
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MODO DE ACCION

FUNGICIDA
DE CONTACTO

FUNGICIDA
SISTEMICO

GERMINACION PENETRACION SIS IO S =To 2ULAGION
DE LA ESPORA WEDEMICEWOIF DEL MICELIO (Formacion dLuyeRkeimiy)

I i iﬂﬁuﬂ@ |

‘ S) )
ST A TR 7S )
..... 98¢ ¢ Qqﬁcgvl @ QLQ 3

JAu© EEECTO EEECIO
PREVENTIV.O CURATIV® ERRADICANITE

O Inhibicién de la germinacion de las esporas (contacto).

O Inhibicién del crecimiento del hongo (sistémico).
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“La regulacion de un organismo como consecuencia de la actividad de
otro, lograndose con ello un equilibrio poblacional y llevarlas por debajo
del nivel de dafio econdmico”.

Los agentes bioldgicos mas utilizados
son Trichoderma sp.y Bacillus sp.

Rodriguez et al., (2010)
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ENSAYOS DE EFECTIVIDAD BIOLOGICA in vitro

¢, Porqué realizar ensayos de efectividad biolégica in vitro?

1. La alta variabilidad genética que existe dentro de las distintas
especies del género de un hongo, hace dificil seleccionar los mejores

fungicidas para su control.

2.- Es una eficiente, econdémicay rapida de seleccionar con
mayor potencial de control del patogeno

Laboratori W -
-
GeNBio N
e s moleciares CONAFO
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Producto Dosis/ha Dosis
evaluada
Baktillis 1-2 L/ha 3.5ml/L
Probacil 500 ml/ha 2.5 ml/L

Probac BS 500 mi/ha 2.5 ml/L
Fungifree 2-2.5 kg/ha 3.0g/L
Bs 3 L/ha 3 ml/L

* -
X
- Bakili

bloliall Mgt #

Grupo de estudios moleculare:
aplicados a la biologia C ONAFOR
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Eficiencia de Bacillus subtilis comerciales
sobre hongos patogenos de Teca

80
a a I Probac BS
@ Probacil
a 1 Baktillis
I Fungifree
60 - a BN Bs
b be
a
. a
£ i ; b
S 40 - l T
[&]
e c b
= b i
c
c
20 ¢
0 - T T T T
@ 2 nn __ygodid
vreese! [ wrezse" : Fus” Lasiod®

Hongos patogenos

Laboratori@ w
Grupo de estudios moleculares A
aplicados a la biologia

COMISION NACIONAL FORESTAL



http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://dti.cucea.udg.mx/?q=es/nuevo/recursos&ei=DVdSVa3lKIixggTquoGYAg&bvm=bv.92885102,d.cWc&psig=AFQjCNFJO89_MhPPq7Ur5m7m-RyeAHI4yg&ust=1431545987305389
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://dti.cucea.udg.mx/?q=es/nuevo/recursos&ei=DVdSVa3lKIixggTquoGYAg&bvm=bv.92885102,d.cWc&psig=AFQjCNFJO89_MhPPq7Ur5m7m-RyeAHI4yg&ust=1431545987305389

-y

¥

0w e
CICY LCONACYT .

Antagonismo Bacillus vs. Kretzschmaria zonata

Probac 2.5 ml/L Probacil 2.5 ml/L Baktillis 3.5 ml/L

Fungifree 3 g/L BS 3 ml/L

Evaluacion 6to. dia
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Producto Dosis/ha Dosis
evaluada
Natucontrol 400-800 g/ha 1.5g/L
TrichoBio 1.5L/ha 3.75 g/L
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Kretzschmaria

TrichoBio Natucontrol
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Efectividad biologica in vitro de fungicidas contra hongos
patdgenos aislados de la pudricion de cuello y raiz

de teca
_ Efectividad (%)
. DOSIS . . . . .
Tratamientos i Kretzchmaria Fusarium sp. Lasiodiplodia
(g 6 ml/L)
sp. sp.
Prometyl 2.0 100+ 0.0 a 98.5+ 0.08 bc 100+£0.0a
2.5 100+0.0a 98.7 £ 0.06 bc 100+ 0.0 a
3.0 100+ 0.0 a 98.5+0.13 bc 100+ 0.0 a
Controller 1.0 100+0.0a 98.7 £ 0.05 bc 98.0+0.04d
1.5 100+ 0.0 a 98.7 £ 0.03 bc 98.3+0.08 ¢
2.0 100+0.0a 98.8 + 0.06 bc 98.6+0.02b
Pentaclor 6.0 100+ 0.0a 98.5+0.04c 100+ 0.0a
8.0 100+0.0a 98.6 + 0.18 bc 100+£0.0a
10.0 100+ 0.0 a 99.0+0.21 bc 100+ 0.0 a
Aliette 475 100+ 0.0 a 100+£0.0a 100+£0.0a
5.5 100+ 0.0 a 100+£0.0a 100+ 0.0 a
Datos con la mismaqwgél dentro de caéléocgu%r%',Qoﬁ estadisticalmQrQeiIdeQs?Tukey, p= 0.05)1.'0O +0.0a
Testigo 0.0 0+£00b 0x+0.0d 0+0.0e

<
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PRODUCTOS A EVALUAR

PRODUCTO INGREDIENTE DOSIS
(nombre comercial) ACTIVO
Probacil Bacillus subtillis 1 L/ha
Baktillis Bacillus subtillis 1L/ha
Natucontrol Trichoderma harzianum 0.8 L/ha
Controller Futriafol 600 ml/ha
Promethyl Tiofanato de metilo 1 Kg/ha
PCNB Pentacloronitrobenceno 3 L/ha
Proroot Auxinas 2 Kg/ha
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TRATAMIENTOS Y FRECUENCIA

DE APLICACION

No. .
Febrero Marzo Junio
Trat.
1 Probacil Probacil
2 Natucontrol Natucontrol
3 Baktilis BS + Baktilis BS +
Natucontrol Natucontrol
4 Proroot Proroot
5 Testigo absoluto
6 Tiofanato de Baktilis BS + Baktilis BS +
metilo Natucontrol Natucontrol
7 Controller Baktilis BS + Baktilis BS +
Natucontrol Natucontrol
8 Pentaclor Baktilis BS + Baktilis BS +
Natucontrol Natucontrol
Tiofanato de
9 .
metilo
10 Controller
11 Pentaclor
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RESULTADOS DE LOS ENSAYOS SEMICOMERCIALES

TRATAMIENTO | SECCION ARBOLES ARBOLES PORCENTAJE DE ARBOLES
INFECTADOS INFECTADOS INFECTADOS
(PROMEDIO (2017)
2014-2016)
REDUCCION INCREMENTO
T.DE METILO 1 267 169 38.0
BAK + NAT 2 198 155 19.6
TM +BAK + NAT 3 182 168 5.9
TESTIGO 1 LOTE 4 530 584 8
TESTIGO 2 LOTE 3 142 192 29.8
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CONACYT

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

S

¢ Hacia donde vamos?

Establecer una estrategia de manejo integrado de la Pudricién de cuello y raiz de
teca basada en:

« Manejo Cultural

« Manejo Quimico: Actividad curativa mediante el uso de productos no restringidos
» Manejo preventivo: Actividad preventiva de productos biolégicos y organicos

* Guias de monitoreo

* Manual de manejo

Laboratori@ Wa’
Qrupo de estudios moleculares A
aplicados a la biologia

CONAFO

COMISION NACIONAL FORESTAL
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Agradecimientos

Arg. Rubén Quezada Rodriguez

) _ Ing. Juan Velazquez Juarez
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A
CONAFOR
COMISION NACIONAL FORESTAL
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Grupo d
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