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RESUMEN.

Con la intencion de identificar algunos patogenos del lirio acuatico que pudieran
ser utilizados para el control biolégico, en la Laguna de Zumpango se hicieron
cuatro colectas de material enfermo de lirio acuatico; de las plantas con diferentes
sintomas de patégenos, se obtuvieron las cepas puras y se identificaron usando
microcultivos y claves de identificacion. Se encontraron las géneros de hongos de
Fusarnium sp., Rhizoctonia sp., Stemphyliium sp., Alternaria sp. y las especies de
Alternaria tenuis y A. tenuissima. Por sus caracteristicas de agresividad y siendo
considerado como un saprobio de residuos de cultivos, se eligid a A. tenuis Need.
para la elaboracion de un micoherbicida. Se realizaron las pruebas de severidad
utilizando 4 tratamientos y el testigo, se aplicaron T1 (1500 conidios/ml), T2 (2000
conidios/mt), T3 (2500 conidios/ml), T4 (3000 conidios/ml) y el testigo sin conidios.
El que resultdé ser mas agresivo fue el T1 ya que a los 34 dias después de la
inoculacién (ddi) la planta detuvo su reproducciéon. De acuerdo a los andlisis
estadisticos el T4 es el mas adecuado puesto que presenta un indice de
confiabilidad del 96.69%. El T1, fue el mas agresivo para la planta y se usé para
las pruebas de seguridad en plantas cultivadas de la zona como el frijol
(Phaseolus vulgaris), maiz (Zea mays), y las malezas: malva (Malva silvestre),
bidens (Bidens pilosa) y kikullo (Penisetum clandestinum) haciendo una aspersion
de la suspensiéon de Alternaria tenuis, en una concentracion de 1500 conidios por
mililitro y se cubrieron con una bolsa de polietileno durante 72 hrs. El hongo no
afectd a las malezas ni a las plantas cultivadas, el dafio que se encontré no
perjudicé su crecimiento ya que las hojas nuevas estaban sanas. En frijol se
encontré Mucor sp., Penicillium sp y Alternarnia sp. y en maiz se encontré
Penicillium sp. y Alternana tenuis. Se hicieron las escalas de severidad ajustadas
al meétodo de Horsfall y Barrat, (1945) y los diagramas de severidad por el
programa Image Tool ajustados al método de Wilcox, (1997), usando el programa
de Photoshop de Thomas Knoll, (2000), para preparar la hoja y ser analizada con
la ayuda del programa Image Tool, en el que se determina el dafio de las hojas
con una confiabilidad del 100% para las mediciones en campo, que sirven para
determinar el dafio que produce A. tenuis al inocularse en lirio acuatico.
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1. INTRODUCCION

La descarga de aguas negras de la Ciudad de Meéxico y area metropolitana que se
utilizan para riego, en su mayoria se encuentran afectados por malezas acuaticas entre
las que destaca el lirio acuatico (Eichhornia crassipes). Lo anterior considera a los
diferentes cuerpos de agua, principalimente en Xochimilco, el Lago de Guadalupe y la
Laguna de Zumpango, también son importantes las de algunas ciudades de la
Republica Mexicana como son las presas Requena y Endho en Hidalgo, la Laguna de
Yuriria en Guanajuato, Trigomit y Miraplanes en Jalisco (Gutiérrez, 1994; Fernandez,
1995), Chapala en Guadalajara, Cuitzeo en Michoacan, entre muchas otras zonas

Los meétodos para controlar el lirio acuatico no han tenido grandes resultados,
generalmente resultan caros, algunos contaminan el agua como e! control quimico
(Templeton y TeBeest, 1979), el método de control mecanico, sacando el lirio, o como
alimento de ganado; otra forma de. control que se ha utilizado es el biolégico en el que
se nombran 70 especies de artropodos, los coledpteros, los ortépteros, 32 hongos, 6
bacterias y peces (Mariaca, 1984). Sin embargo, no son los mas adecuados debido a
que la reproduccion del lirio es muy rapida (Riemer, 1984; Gallagher, 1989; Thayer of
al., 1986; Pérez, et al., 1995).

Los primeros micoherbicidas registrados son el “De Vine"” y Collego ambos usados para
malezas, para Eichhomia crassipes Mart, otros patogenos utilizados son Alternaria
eichhorniae, Cercospora piaropi, C. rodmanii, Myrothecium roridum y Rhizoctonia sp.,
entre otros (TeBeest, 1991). De lo anterior se muestra que los medios que se han
utilizado para el controt de lirioc acuatico han funcionado poco, por lo que se decidid
estudiar a Eichhomia crassipes Mart, haciendo un estudio de los hongos que lo atacan
para elaborar un micoherbicida como una alternativa mas de control, se realizé un
muestreo de lirio en la Laguna de Zumpango. Se colectaron muestras de lirio que
presentaron sintomas de patdogenos para su posterior identificacion y seleccion como
posibles micoherbicidas, para lo cual se plantearon los siguientes objetivos.



1.1 Objetivo general.

Determinar a través del aislamiento e identificacion de los hongos presentes en
lirio acuatico (Eichhornia crassipes Mar.) los posibles agentes para su uso como

micoherbicidas.

1.1.1. Objetivos particulares

Evaluar la severidad de Afternaria tenuis Need a través de pruebas de

patogenecidad, en Lirio acuatico.

Evaluar el efecto de Alternaria tenuis Need. sobre los cultivos de la zona: Zea
mays, #Phaseolus vulgaris, Malva silvestre, Bidens pilosa y Penisetum
clandestinum, mediante la realizacion de las pruebas de seguridad.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1. Lirio Acuitico (Eichhornia crassipes Mart.)

El lirio acuatico es considerado como una maleza potencial en algunos cuerpos de agua
sobretodo, en los que han sido afectados por las descargas de los drenajes de las
grandes ciudades. Tal es el caso de la Laguna de Zumpango afectada principalmente
por las descargas de la ciudad de México y area metropolitana.

2.1.14. Clasifi ion ta omi

El lirio acuatico pertenece a la subclase Lilidae, al orden Liliales y a la familia
Pontederiaceae, la familia se distribuye principalmente de las regiones tropicales a las
subtropicales, con algunas especies en la zona templada norte; pertenece al género
Eichhornia y la especie E. crassipes, comanmente conocido como “jacinto de agua"
(Lallana, 1989). La familia esta representada por 7 géneros y 30 especies (Stevins ef
al., 1979).

2.1.2. Reproduccion

Eichhornia crassipes se propaga vegetativamente y por semilla. Pueden germinar muy
pronto o quedar latentes por muchos afios. La germinacién es propiciada por las
condiciones aerdbicas y las temperaturas variadas. Las poblaciones de plantulas se
establecen en el fango de los bordes de rios cuando los niveles del agua bajan, pero
llegan a soltarse para flotar en ascendentes ondulaciones cuando tiende a subir el nivel
del agua. Las yemas axilares de los lirios viejos de las plantulas son capaces de
desenvolverse en estolones los cuales crecen horizontalmente, desarrollando las
plantas hijas. La floracion del lirio es estacional en algunos paises. Claramente existe
poca o ninguna respuesta al fotoperiodo, pero hay evidencia considerable de que la
floracion puede ser inducida por una nutricién deficiente (Barrett, 1989).



2.1.3. Crecimiento y prod ion de bi

El lirio acuatico tiene caracteristicas anatédmicas de las plantas C3 pero en el proceso
fotosintético muestra caracteristicas mas productivas como las plantas C4. Estas
caracteristicas producen una alta eficiencia en la planta, sugieren que es capaz de
aumentar en biomasa en un 12-20 % al dia. Ei tiempo requerido para duplicar su
biomasa es relativamente variable y puede ser de 6 a 15 dias. La productividad también
puede ser expresada en funcion de 100-500g peso fresco/m? por dia, 1000-5000 kg/ha
por dia o 400-1700 t/ha por ano. La biomasa total puede ascender a 42 kg/m? 6 420 t de
peso fresco/ha. Como el peso seco es normalmente cerca de 5 a 7% del peso fresco,
representa cerca del 2.5 del peso seco por kg/m ? o 25 t de la materia seca/ha (Gopal,
1987 ).

2.1.4. Efect de la peratura

La temperatura optima para el crecimiento de E. crassipes es de 25-30°C y se detiene
cuando la temperatura esta por arriba de los 40°C o debajo de los 10°C. Puede tolerar
los periodos breves de heladas (Barrett, 1989).

2.1.8. Nutricion

El lirio acuatico responde bien a los nutrientes especialmente al nitrégeno y al fosforo y
las razones de su rapida reproduccion estan asociadas siempre con el eutrofismo,
condiciones ricas en nutrientes (Body y Sacarbrook, 1975). La reproduccion es mayor
donde el contenido nutritivo tiene 52 mg/l de nutrientes, comparado con 8 mg/l de
nutrientes (Lugo et al., 1979). La concentracion de calcio es importante, pero con un
umbral ocbservado de § mg/l se puede detener el crecimiento (Barrett, 1989).



2.2.Crecimiento de los hongos
2.2.1. Condiciones que influyen en el crecimiento

El manejo de los hongos bajo condiciones de laboratorio es de gran importancia ya que
es de forma artificial y dependen en gran medida de los factores ambientales y su
efecto (Romero, 1988; Moore-Landecker, 1990), el medio ambiente infiuir por la
variacion en la concentracion de las fuentes de carbono y nitrégeno (Burnett, 1976).

Para pruebas de patogenecidad se requiere de abundante esporulacion, por lo que se
deben tomar en cuenta la temperatura, nutrientes, el pH y la luz, entre otros factores,
(Romero, 1988), con mayor atencion que en campo, de lo contrario los resultados
obtenidos pueden no ser los esperados, si las necesidades de crecimiento varian de
acuerdo a la fase de cada hongo. Las condiciones culturales, algunas veces, afectan a
la morfologia por causas de un cambio en el medio, en la forma, en la septacion, o la
pigmentacion de las estructuras reproductivas (Moore-Landecker, 1990).

2.2.2. Nutricién.

El medio de cultivo que favorece la reproduccion es a menudo formulado para proveer
una concentracién nutritiva débil que soporte un escaso crecimiento de micelio,
particularmente para hongos tales como Basidiomicetos que presentan los
esporocarpos grandes y es favorecido relativamente por grandes cantidades de medio
diluido. En algunos casos, el crecimiento denso de un hongo en un medio de cultivo
inducira a una esporulacion temprana debido a que los nutrientes seran utilizados mas
rapidamente (Moore-Landecker, 1990).

Las divisiones mitdticas se realizan en presencia de glucosa. La utilizaciéon del acetato o
el etanol son esenciales para la esporogénesis y para inducir la meiosis, como la
adicion de una pequefia cantidad de glucosa en este punto, causa una reversion para la
fermentacion y el crecimiento vegetativo (Moore-Landecker, 1990).



2.2.3. Las fuentes de Carbono

El carbono es parte fundamental para la fase reproductiva del hongo, los minerales
sintetizados son transportados a las estructuras reproductivas en desarrolio. Los
compuestos que estan en el micelio y que pueden servir como fuente de energia
incluye a las proteinas y los carbohidratos como la tetralosa, glicobgeno, que se
acumulan en el citoplasma y el glicon, que se almacena en la pared celular (Moore-
Landecker, 1990; Burnett, 1976).

La glucosa favorece el crecimiento micelial, por lo que la produccion de esporas puede
ser reprimida (Burnett, 1976). La fuente y la concentraciéon de Carbono pueden afectar
el comportamiento y motfologia de las estructuras reproductivas. Las zoosporas de
Chytriomyces hyalinus son mas largas al crecer en celobiosa que en fructuosa (Hasija y
Miller, 1971). Del mismo modo, un incremento en Carbono provoca disminucion en el
tamano de los picnidios de algunos deuteromicetos y es posible que haya mayor
longitud y curvatura de las esporas (Nitimargi, 1973).

2.2.4. Las fuentes de Nitrégeno.

El Nitrégeno (N) es utilizado por los hongos para fines funcionales y estructurales. La
pared celular de muchas especies, excepto oomicetos y levaduras, contienen quitina,
que es un polimero linear de la D-glucosamina. Las proteinas (base del protoplasma)
las purinas, las pirimidinas, las enzimas y algunas vitaminas son también fuente de
nitrégeno (Romero, 1988).

La concentracion de N en el medio es sumamente importante, el crecimiento vegetativo
y la esporulacion son normales solo cuando la cantidad de N es apropiada, la ausencia
de N ocasiona que el crecimiento micelial sea raquitico y esporulacion nula, mientras
que un ligero exceso da como resultado abundante micelio, pero poca esporulacion.
Esto ultimo puede deberse a cambios en el pH o acumulacién de subproductos
(Romero, 1988). )



Los hongos difieren en su habilidad para utilizar las distintas fuentes de Nitrégeno, las
cuales varian en funcion de la etapa en que se encuentre el microorganismo, los
compuestos de aspargina y amonio son buenas fuentes de Nitrogeno durante el
crecimiento micelial pero por lo general suprime la reproduccién. El efecto inhibitorio de
dichos compuestos probablemente se deba a la acumulacién de amoniaco en la fase
vegetativa, por lo que se alcaliniza el medio e impide la reproduccién, o a que el
amoniaco puede estar como gas toxico (Moore-Landecker, 1990).

El nitrato, la urea y los aminoacidos favorecen la esporulacion, pero los diversos
géneros de hongos muestran preferencia por fuentes de Nitrégeno en especial, como
es el caso de algunas especies de Sporomiella que son capaces de utilizar nitratos y
ciertos aminoacidos para la maduracion de peritecios (Hasija y Miller, 1971).

2.2.5. Otros nutrientes importantes

La formacion de estructuras reproductivas requiere concentraciones de minerales y
vitaminas mayores que las que permiten el crecimiento micelial. Sordaria firmicola crece
vegetativamente en medios libres de biotina, pero es indispensable que sea adicionada
para la formacién de peritecios. El nivel de deficiencia de vitaminas puede ser
determinado por la concentracion de otros nutrientes disponibles o por el tipo de
carbohidratos como la hexosa y los fosfolipidos (Burnett, 1976). La cantidad de tiamina
requerida para el desarrollo de peritecios de Ceratostomella fimbriata aumenta
conforme al incremento de los carbohidratos (Moore-Landecker, 1990).

La reproduccion también es impulsada por la adicion al medio de cultivo de factores de
crecimiento. Ciertas especies de Phytophthora y Pythium requieren esteroles, tanto
para la reproduccion sexual como para la asexual (Hendrix, 1970).

2.2.6. Fases de crecimiento

En situaciones adecuadas de crecimiento “in vitro”, es posible diferenciar las etapas de
desarrolio por zonas. Detras de elia esta la zona productiva, en la que ocurre el mayor7



crecimiento de biomasa. En la zona fructifera las esporas se forman sobre hifas que
salen de la superfficie del medio de cultivo y por altimo, la zona improductiva que
corresponde a la fase de envejecimiento de la cepa. En cultivos donde la inoculacion se
hizo en la parte central, el consumo de nutrientes es heterogéneo, por io que la zona de
fructificacion puede ser limitada nutricionalmente. La produccion de esporas requiere
rutas metabdlicas y actividades biosintéticas distintas a las de las células miceliales por
diferir en estructura, composicion y algunas veces en demandas de nutrientes. Por elio,
al distribuir de manera homogeénea el in6culo se tiene una superficie de cultivo
uniforme, otorgando condiciones satisfactorias a ambos procesos, al crecimiento y a la
esporulacion (Carlile y Watkinson, 1994).

2.2.7. Luz

En los microorganismos, la necesidad de luz es amplia, por lo que se dividen en 5§
grupos: A) aquellos que son aparentemente indiferentes a la luz, B) los que ven
impedida o reducida la esporulacién cuando son expuestos a la luz, C) los que
requieren luz y oscuridad alternas para esporular, D) los capaces de producir esporas
viables en completa oscuridad pero esporulan abundantemente al exponerios a la luz y

E) los que requieren luz para formar estructuras reproductivas y esporas (Moore-

Landecker, 1980).

En ciertos fitopatégenos la exposicion a la luz o bajas intensidades, por pocos
segundos es suficiente para estimular la esporulacion, mientras que otros requieren de
periodos prolongados a altas intensidades. En los Deuteromicetos, Botrytis cinerea y
Helmithosporium sp. su esporuiacion es promovida por la luz cercana a UV, pero puede
ser inhibida por la azul (Carlile y Watkinson, 1994; Cocke y Whipps, 1993). Otros
hongos, por ejemplo Cercospora rodmanii en medio de cultivo V-8 esporulé bien, pero
al combinar ciclos de 12 horas de oscuridad aumenté la esporulacion (Conway, 1975).

Stemphylium botryosum produce esporas copiosamente al alternar la luz y la oscuridad,

pero si esta en constante oscuridad formara pocas esporas o no esporulara, y en la luz
8



continua, los conididforos seran estériles y se dice que es un "esporulado diurno”
porque la luz ultravioleta es necesaria para la produccion de conidiéforos, mientras que
la oscuridad es la adecuada para la produccién de conidios (Moore-Landecker, 1990).
Los ciclos de luz u oscuridad estimulan la produccién de cuerpos fructiferos en
Corprinus macrorhizus y Gelatinospora reticulospora (Carlile y Watkinson, 1994; Cooke
y Whipps, 1993).

2.2.8. Temperatura

La temperatura es uno de los factores fisicos mas importantes que afectan la
reproduccion por influir en diversos procesos fisiolégicos y metabodlicos (Viswanath-
Reedy y Turian, 1995). Para la reproduccion de la mayoria de los hongos el rango es de
20 a 25°C, teniendo un limite de + 5-10°C, aunque algunos poseen una temperatura
Optima de 10 a 15°C para la formacién de estructuras, como Monilinia que produce
apotecios bajo estas condiciones. Las especies de Thelebolus son tolerantes al frio por
lo que puede tener apotecios fértiles a 0°C a pesar de que la temperatura optima sea
entre 15 y 20°C (Wicklow y Malloch, 1971). Algunos hongos no sélo sobreviven a
temperaturas bajas, sino que son capaces de vivir normalmente (Romero, 1988).

Dentro de ciertos limites, la temperatura puede inhibir la esporulaciéon, determinar el tipo
de fructificacién o modificar algunas caracteristicas de ciertas estructuras reproductivas
(Romero, 1988). En caso de existir competencia entre los organismos, la temperatura
también tiene un efecto controlador de las poblaciones mesofilicas (Cooke y Whipps,
1993).

2.3. Agentes naturales controladores del lirio acuitico

Inmensas extensiones de tierra y agua estan cubiertas por plantas nocivas que no
ceden a la aplicacion de agentes quimicos. Sin embargo, ia aplicacion de insectos y
patoégenos ha tenido un éxito impresionante. La funcién de los enemigos naturales de
parasitos, depredadores y patégenos en la disminucién de alguna especie vegetal se
conoce con el nombre de control bioldgico. El objetivo del control biolégico jamas es l39



erradicacion, sino que es la disminucion de la poblacién de plantas nocivas, esto se
puede usar por medio de una accion directa o indirecta (Rodriguez, 1982)

Los cuerpos de agua son afectados por el acelerado crecimiento demografico, el
incremento de las industrias y los contaminantes potenciales que son desechados
como: nutrientes nitrébgeno (N), fosforo (P), potasio (K), una gran cantidad de metales
pesados entre los que destacan, el Zinc (Zn), cromo (Cr), plomo (Pb), cobre (Cu) y
cadmio (Cd), entre otros, lo que los convierte en un medio ideal para las malezas
acuaticas (Lallana, 1989; Mitchelle, 1978). El lirio (Eichhornia crassipes Mart.) es una
maleza acuatica potencialmente destructiva en ailgunas areas de produccion, en las
zonas navegables y en los rios; debido a que tiene una tasa de reproduccion alta
(DeBach, 1981). Puede causar obstruccién en {os canales de riego, la pérdida de agua
por evapotranspiracion, la interferencia en la pesca comercial y deportiva, la limitacion
en la penetracion de luz y una menor oxigenacion del agua (Gopal, 1987).

Los meétodos para controlar el lirio acuatico no han tenido grandes resultados,
generalmente resultan caros, algunos contaminan el agua como el control quimico, que
es e} mas usado pero que puede llegar a matar peces (Templeton y TeBeest, 1979).
Algunos de los herbicidas menos perjudiciales al agua y al ambiente son la Amitrina y |la
Amitrole-T (Blackburn et al/. 1981), el Diquat (Widyanto, 1975), el Clarodan 500 (Ashton
y Steyn, 1981), el Paracuat y el 2,4-D (Gopal, 1987). El método de control mecanico,
sacando el lirio o como alimento de ganado. Otra forma de control que se ha utilizado
es el biologico en el que se nombran 70 especies de artropodos dentro de los que
destacan Cornops aquaticum, C. scudderi, C. songicome; los coledpteros Neochetina
bruchi y Neochetina eichhorniae; de los ortoptero se utilizé Dyscinetus sp. y Chalepides.
32 hongos, 6 bacterias y peces, principalmente carpas que se alimentan del lirio
(Mariaca, 1984); sin embargo, no son los mas adecuados debido a que la reproduccién
del lirio es muy rapida, la realiza por medio de estolones y semillas que pueden durar
viables por mucho tiempo (Riemer, 1984; Gallagher, 1989; Thayer y Ramey, 1986;
Perez et al., 1995).



Los primeros micoherbicidas registrados son el “De Vine” formulado por los laboratorios
de Abbott, consiste en una concentracion liquida de clamidosporas de Phytophthora
palmivora y Collego a base de Colletotrichum gloesporioides ambos usados para
malezas, para Eichhornia crassipes se sugiere Alternaria eichhorniae, Cercospora
piaropi, C. rodmanii, Myrothecium roridum y Rhizoctonia sp., entre otros (Rice, 19985).

En la dltima década han cobrado auge los componentes organicos para el control de
malezas, plagas y enfermedades; sin embargo, se cuenta todavia con poca
informacion. Hace algunos arfos se aplicé Alternaria eichhomiae en lirio acuatico
obteniendoc una reduccién en su poblacion (NagRaj y Pannoppa, 1970). En una
comparacion de Uredo eichhorniae y Uromices pontederiae en jacinto de agua rustico
se obtuvo buenos resultados en ambos (Charudatan y Conway, 1975). Por otra parte se
probé Cercospora rodmanii como control biolégico para lirio, logré no sdélo bajar su
poblacién sino que también evitd |a produccibn de vastagos y peciolos soélo
estacionalmente (Conway 1976).

Casi 100 especies de insectos diferentes y un nimero comparable de patégenos han
sido determinados como depredadores de E. crassipes. Algunas especies de insectos y
hongos han sido desarrolados para su uso como agentes de control biolégico, con
diferente éxito (Barrett, 1989). Una de las especies de hongos utilizados es Cercospora
rodmanii, con éxito variado ya que reduce la produccién de biomasa, del lirio pero tiene
que aplicarse como herbicida (Conway y Cullen, 1978, Templeton y TeBeest, 1979).
Otro hongo que se ha utilizado es Alternaria eichhormiae que por ser un patégeno
especifico del lirio no causa problemas a plantas cultivadas. (NagRaj y Pannoppa.
1870). Existe investigacion encaminada a conocer los enemigos naturales de las
malezas acuaticas, asi como determinar su biologia con base en la potencialidad de los
patébgenos para ser usados como micoherbicidas para el control de E. crassipes como
son: Alternaria sp, Bipolaris sp, Cladosporium sp. y Cycildrocladium sp (Zita et al.,
2002).



En ensayos realizados con el lirio acuatico para la produccién de energia y la
depuracion terciaria de purinas de cerdo, se comprobé que cuando la solucién de
cultivo superaba un pH de 8, la planta se necrosa y muere. La sintomatologia iniciaba
con la aparicion de clorosis en las hojas apicales extendiéndose posteriormente por el
resto de la planta, al mismo tiempo Que las raices se iban oscureciendo (Delgado et al.,

1994).

Los enemigos naturales del lirio acuatico, incluyendo aquellos que han de ser utilizados
como agentes de control biolégico y también algunos organismos que pueden de ser
determinados causales de algun dafo significativo en el campo donde el lirio acuatico
ha sido introducido (Julien y Griffiths, 1992). Para encontrar un control biotldgico
apropiado y efectivo para el lirio acuatico, el cual esta representado por siete géneros y
treinta especies, teniendo una gran distribucién en el mundo, se ha investigado los
efectos fitotdxicos de diferentes hongos en el lirio acuatico y encontrando en Alternaria
eichhornie el Bostrycin que son unos cristales rojos, que al parecer tienen un efecto

herbicida contra el lirio (Stevins et al., 1979).

La empresa productora y comercializadora de agroquimicos Aventis descubrié y
desarroli6 en Alemania el Finale Pro15, a partir de un metabolito de los hongos
Strptomyces viridichromogenes y S. higroscopicus denominado glufosinato de amonio.
Se recomienda para el control de malezas de hoja ancha y de hoja angosta, para
plantas anuales y perennes. En el 2000 se probé en lirio acuéatico obteniendo
excelentes resultados. Una prueba hecha en Culiacan-Humaya-San Lorenzo, en
Sinaioa con los coledpteros Neochetina bruchi y N. eichhomiae y el lepidéptero
Sameodes algiguttalis, mostraron ser biocontroladores efectivos del lirio acuatico y
tener capacidad de adaptarse a condiciones fisicas, quimicas y biolégicas

prevalecientes en la zona (Pérez, et al.,, 1995).



24. S wias fi oxi de los hongos

La forma en que los hongos matan a las plantas varia como: en la destruccion celular,
la penetracion del micelio y la reproduccion de esporas, la produccién de micotoxinas,
entre otros, a través de las sustancias citotoxicas para las plantas, como es el caso de
Alternaria eichhormia que produce el bostrycin, antraquinones reducidos que se han
aislado de Alternaria sp. y Alternaria solani el altersolanol la producciéon del metabolito
rojo por el micelio de A. eichhorniae (Stevins et al., 1979).

2.5. Postulados de Koch

Cuando un patdbgeno se encuentra en una planta enferma, puede ser facilmente
identificado utilizando manuales especializados; en caso de no tener certeza de que el
patogeno sea el causante de la enfermedad y que no exista registros anteriores que
apoyen esa suposicion, tendran que considerarse los siguientes puntos para comprobar
la hipotesis de que el patégeno es el causante de esa enfermedad (Agrios, 1995):

1. El patogeno debe encontrarse asociado con la enfermedad en todas las plantas
enfermas que se examinen.

2. El patégeno debe aislarse y desarrollarse en un cultivo puro en medios nutritivos y
se deben describir sus caracteristicas -parasito no obligado-, o bien debe permitirse
que se desarrolle sobre una planta hospedante susceptible -parasito obligado- y
registrar su presencia y los efectos que produzca.

3. El patogeno que se desarrolle en un cultivo puro debe ser inoculado en plantas
sanas de la misma variedad o especie en que aparecié la enfermedad y debe
producir (a misma enfermedad en las plantas inoculadas.

4. E! patogeno debe aislarse una vez mas en un cultivo purc y sus caracteristicas
deben corresponder a las anotadas en el segundo punto.

En caso de que los puntos mencionados se cumplan, se tendra la certeza de que el

patogeno aislado es la causa de la enfermedad (Agrios, 1995).



2.6. Enformedades

2.6.1. Evaluacion de enfermedades

La intensidad de una enfermedad se expresa como incidencia y severidad. La
severidad puede ser medida y expresada en porcentaje como el area u drgano total de
las plantas dafadas. La incidencia es la proporcién enferma de plantas con respecto al
total de las plantas sanas a evaluar, expresada en porcentaje, independientemente del
grado de severidad que presenta (Campbell y Madden, 1990).

2.5.1. Tiempo y frecuencia de la evaluacion

El tiempo y frecuencia de la evaluacion esta determinada por los patégenos sistémicos
y la evaluacién de los objetivos. El tiempo de evaluacién puede estar influenciado para
que sea una epidemia completa o especifica. Basada en una escala calendarizada, una
escala del medio ambiente fisiologico o la escala de crecimiento en campo. Las escalas
de tiempo son usadas en la cuantificacion de!l medio ambiente o combinacién de
cantidades importantes para el estado fisiologico de los hospedantes. Las escalas estan
basadas en los conceptos de ciertos numeros de las unidades del medio ambiente, mas
son acumulados en orden para claves de procesos fisioldgicos a ocurrir. Estos tipos de
escalas requieren monitoreos continuos de ias variables usadas del medio ambiente.
Pueden dictar mas observaciones en una porcién o en un sitio, sin embargo, es mejor
menos observaciones en muchas porciones en muchos sitios (Campbell y Madden,
1990; French y Teddy, 1980).

2.6.3. Procedimiento para la evaluacién

Un sistema hecho para la evaluacién de enfermedades aplicado en los resultados debe
ser correcto, preciso y reproaucible y a su vez descriptible, eficiente y apropiado para la
tarea asignada, estas caracteristicas deben ser esenciales para los estudios
preliminares, el gasto de tiempo debe ser el adecuado para prevenir fallas en la
adquisicion de datos que ya no podrian obtenerse al momento de analizar la

informacion (Campbell y Madden, 1990). ,
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2.6.4. Diagramas y escalas

Las claves fotograficas o claves descriptivas pueden basarse en la combinaciéon
hospedante-patogeno, estas claves son una representacion de una parte de planta a
evaluar (Parry, 1990). La costumbre de la evaluacion de las enfermedades puede
desarroltarse usando la misma imagen tecnoldgica de video para cuantificar el
crecimiento del hospedante (Lindow y Webb, 1983). El programa Image Tool para
windows permite evaluar exactamente por medio del conteo de pixeles el area total
danada de la hoja, para establecer las escalas de severidad para la enfermedad que se
desee evaluar, para cada clase y se recomienda hacerlas adecuadas para cada
sintoma. También pueden evaluarse frutos y semillas aplanandolas y digitalizando.
apoyado en el programa de Adobe Photoshop 6.0, donde se digitalizan y preparan para
su analisis por Image Tool (Wilcox et al., 1997).

Una escala de enfermedades debe ser conveniente para su uso y tener suficientes
clases para proveer las adecuadas resoluciones de las diferencias en la intensidad de
la enfermedad. Si el numero de clases es pequefio por ejemplo 2 6 3 la escala puede
no ser de resolucién; si el nimero es grande mayor de 20, el tiempo es perdido para
decidir cual clase es apropiada (Zadoks y Schein, 1979). La norma de Weber-Fechner
dice que el estado de la agudeza visual es proporcional a los estimulos logaritmicos,
esto es el incremento de estimulos, discriminacién y decrecimiento. Una escala de
aproximacion logaritmica, no lineal , basada en las clases de enfermedades, en la que
también se debe de agudizar el ojo del que interpreta enfermedades bajo el 50% de
tejido enferrmo y sobre el 50 % de tejido sano. Asi las clases de enfermedades son
cerca del 50, 75 y 100 % simétricas (Horsfall y Barratt, 1945).

2.6.5. Factores que influyen en la evaluacién

La calidad y cantidad de indculo influye en la reaccion del hospedante. Para la
inoculacién foliar con induccion a la marchitez por patogenos, es deseable una
inoculaciéon de esporas; sin embargo, ia inoculacion de micelio puede ser sustituida. El
in6culo de esporas puede ser cuantificado, para la aplicacion de un numero minimols



de los propagulos infectivos para el desarrollo satisfactorio de la enfermedad, un nivel
alto de indculo puede compensarse si las condiciones del medio ambiente son las
6ptimas lo que reduce el tiempo requerido, para el desarrolio del sintoma. Para estudios
comparativos, la cantidad del inéculo debe ser unificado y del mismo modo la cantidad
aplicada a cada una de las plantas, la viabilidad de la espora debe ser determinada
antes de la aplicacién, aunque una alta germinacion observada no indica un potencial
infectivo alto. La colecta de esporas de cultivos jovenes tiene un potencial infectivo mas
alto que aquellos viejos (Dhingra y Sinclair, 1987).

El medio acostumbrado para aumentar el indculo de hongos puede influir en su
potencial infectivo. Generalmente, los hongos crecen en un medio rico mas vigoroso
que aquellos que crecen en una nutricion pobre, no debe olvidarse que el patégeno
debe mantenerse virulento y agresivo. Las condiciones del medio ambiente antes de ia
inoculacion influyen en la relacién hospedante-patégenos (French y Teddy, 1980). La
edad fisiologica tiene una mayor influencia en la expresion de la susceptibilidad dei
hospedante que la edad cronolégica, las pruebas deben ser hechas para determinar el
estado mas susceptible de una planta. Algunas plantas pueden ser susceptibles en
plantula y cerca del estado de madurez y son resistentes durante el periodo vegetativo.
En general, la susceptibilidad o la dominancia del patogeno a las enfermedades es
mayor durante el crecimiento. En los campos de crecimiento fijo de algunas partes de
las plantas pueden ser mas susceptibles que otras partes. La incubacion de las plantas
después de la inoculacion es el factor mas importante e influye para que la inoculacién
tenga éxito. Las condiciones de ia incubacion deben ser las 6ptimas para la
germinacion de esporas y un microorganismo provee la formacion de tubos u otra
estructura de penetracion. Si ia penetracion es por estomas, éstos deben estar abiertos
durante el periodo de la penetracion. Las plantas inoculadas con la mayoria de los
patégenos son puestas en una atmodsfera saturada de humedad (Dhingra y Sinclair,

1987).



2.7. Inoculacion de Hojas

Las manchas, las pustulas y la necrosis de venas son los sintomas presentados por
patoégenos de hoja, o que puede también presentar los sintomas en los vastagos. La
mayoria de los hongos patdogenos de las hojas no requieren de heridas para la
infeccion, la mayoria penetra por los estomas, directamente por las células de la
epidermis o en las uniones entre las células de la epidermis. Cuando la infeccion entra
por los estomas, el indculo debe ser aplicado y adaptado en la superficie, utilizando al
maximo las resistencias de los estomas. La incubacion bajo estas condiciones permite
a los estomas quedar abiertos y permite la penetracion de las esporas para germinar y
penetrar en las células (Dhingra y Sinclair, 1987) (Fig. 2.1).

Penctracion directa

Lesiones primarias de
ta hoja

Germinacidén del conidio

) Penctracion del hongo a
Conidio traveés de una herida

Fig. 2.1 Desarrollo y sintomas de las ecnfermedades producida por
Alternaria tomada de (A grios, 1995),

Una forma simple para inocular las hojas es atomizar las suspensiones de esporas en
agua esterilizada, con fluoroquimicos, aceite o talco en la superficie de ia hoja. Cuando
se usa agua, se adiciona un surfactante tal como tween 20 o tween 80 (0.5 %), el
oleato de sodio (0.05 %) o jabén suave al 0.1 %. La germinacién de la espora en estas

soluciones debe ser de antemano probado. La adicion de los surfactantes aumenta el
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numero de las hojas infectadas por planta. Cuando la suspensién de agua es atomizada
hacia una superficie cerosa de la hoja o en las flores como las de cereales y son
incubados en una camara nebulizadora, la humedad libre reunida en la hoja forman una
caida, se juntan las esporas en el borde o apice de la hoja. Como resultado las
infecciones son pocos y concentradas en un punto. Otra forma de romper la tensiéon de
la superficie es frotando suavemente la hoja entre un dedo y el pulgar himedo (French

y Teddy, 1980).

Las suspensiones acuosas de esporas son esparcidas en gotas finas hasta un punto de
rocio. Un pulverizador apto para una fuente de presiéon cerca de 1 a 1.5 kg/cm? provee
una fina niebla propia para la inoculaciéon de un gran numero de plantas en invernadero
o en campo, un pulverizador de pintura apto para una fuente de presién con un tubo de
caucho largo alimentado bajo el depdsito del inéculo (Dhingra y Sinclair, 1987).

2.8 Modelo logistico

El progreso de una enfermedad se puede analizar cuantitativamente de distintas
maneras. El modelo logistico es probablemente el mas importante para el analisis
temporal de una aplicacion extensa y apropiada para la descripcién de muchas
epidemias. El modelo es algunas veces referido como el modelo autocatalitico puede
ser usado para describir el tipo de reacciones quimicas (Cambell y Madden, 1990).

La ecuacion diferencial para el modelo logistico puede escribirse como:

dy
=== rLy(1-y)
dt

Donde rL es la evaluacion del parametro con las unidades de tiempo‘1 y y maxima igual
a 1. El parametro es conocido en la evaluacion intrinseca en ecologia. No es posible
observar la cantidad total de! tejido enfermo visual, porque no todo el tejido infectado
puede haber pasado por un periodo de incubacién, el tiempo desde la infeccidn hasta la
expresion del sintoma. Si el periodo de incubacién es constante generalmente se puede
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ignorar el calculo de rL., asi como el indculo del inicio y la infeccion secundaria, es
considerada el principal factor determinante en la epidemia. Cuando rL es constante la
divisién de dy/dt versus t inicia el incremento, alcanza el maximo y declina a cero. La
evaluacion absoluta maxima donde ocurre el punto de inflexion en y = 0.5 o 50 % de la
enfermedad. La division de dy/dt versus t es simétrica pero el punto es inflexible.

La integracion de la ecuacion anterior resulta en

1

y =
1 + exp[ - (B + rL1)]
Donde B es la integracion de la constante. En este caso, B puede escribirse como in
[yo/(1 — ¥0)). Una expresion alternativa puede escribirse como:
1

Y 1 + exp(-rL8
En donde B es entonces (1 — yo )yo. El punto de y versus t es una forma de S o curva
sigmoidal esto es simétrico cerca de y = 0.5 el tiempo en el que ocurre la infeccion es -
In [yo/(1 — yo )Jrl.. Para demostrar esto, dy/dt y y versus ¢ son puntos. El maximo de
dy/dt esta cerca de 0.062 y ocurre cerca de t = 20. En este tiempo y equivale a 0.5.
La ecuacion anterior puede ser linearizada para

Ln{y/1-)=inGo/1-1y0)+rLt

Los valores de In [y/(1 — y )] son de aproximaciéon negativa y de infinito positivo como el
valor de y aproximados a O y 1, respectivamente. Para y = 0.5, In [y/(1 —y )] es O
(Cambell y Madden, 1990).




3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Localizacion del drea de estudio

La presente investigacion se realizé dentro de la Laguna de Zumpango en la parte
correspondiente al Municipio de Teoloyucan, Edo. de México, comprendida entre los
19° 45' de Latitud Norte, 99° 11° 35" de Longitud Oeste. Con una altura promedio de
2285 m. s. n. m. Se caracteriza por presentar un clima templado subhiumedo con una
temperatura minima de 12.1°C, la media de 15.5°C y la maxima de 18.0°C.
Presentando una precipitacion anual de 632 mm (Fig. 3.1) (Garcia, 1987).

Yo L
s . 'S. Bord
( . Cuoutialp

Fig. 3.1. Localizacién de la Laguna de Zumpango.

En el Municipio de Teoloyucan, Edo. de Méx.

3.2. Colecta de ial vegetal

Eil punto de colecta se iocaliza en Teoloyucan Edo. de México, en los canales y la

Laguna de Zumpango, en la zona donde desemboca el canal de aguas negras, ya que

actualmente presenta una fuerte incidencia de maleza acuatica principalmente lirio

acuatico y lentejilla, entre otras.

La identificacion de las cepas fungosas asociadas con maleza acuatica asi como la
20
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descripcion de la sintomatologia se realizé en material colectado a partir del 21-06-01,
12-07-01, 23-08-01 y 18-10-01, usandose como criterio {a sintomatologia presentada
por la maleza. Las colectas se realizaron tomandose en cada una, de 2 a 10 muestras
de material enfermo durante el periodo de investigaciéon, dependiendo del namero de
muestras, la presencia de las enfermedades y de material enfermo en los cuerpos de
agua, estos criterios se evaluaron de acuerdo a la apreciacion de nuevos sintomas en
campo.

3.3. Manejo para el material enfermo

e En el laboratorio se lavaron las hojas para evitar que saprobios u otros
microorganismos pudieran confundirse con las muestras de hongos que se deban
obtener.

e Se clasificaron los lirios por tipo de sintoma presentado.

« Se tomaron fotos de los sintomas encontrados en cada colecta.

e Se prensaron hojas con los diferentes sintomas para tener muestras del material
colectado.

e De cada uno de los sintomas o manchas diferentes se sacaron dos muestras de 1
cm? de hoja danada para poner en camara humeda con el método propuesto por el
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMyT) por 24 y 48 h. y
otras muestras se sometieron a desinfeccién con solucién de cloro al 1% por 3
minutos y se tomaron muestras a las 48 y 72 h. para determinar la presencia de
patogenos que se presentaron por sintoma.

e El método de CIMMyT consiste en cortar material foliar enfermo para acomodar en
cajas de petri previamente preparada con papel filtro y algodon, se humedece con
agua esterilizada en papel filtro y se escurre el exceso de agua, ltas muestras se
incuban de 24 a 48 h. a temperatura ambiente dentro de una boisa de polietileno
que actua como camara humeda y usuaimente los hongos patégenos esporularan a
las siguientes 48 h. (Zillinsky, 1984).

e Cuando se obtuvo el crecimiento de los hongos en las camaras humedas se

pasaron a cajas de petri con Papa Dextrosa Agar (PDA) para obtener el
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crecimiento de las cepas de hongos.

e Al crecer las cepas de hongos se aislaron para obtener cepas puras de cada uno y
hacer la descripcion del sintoma y los hongos que ocasionan dicho dafio, de las que
se obtuvieron las muestras que se describen en los resultados, del presente trabajo.

e Se hicieron preparaciones de microcultivo para obtener las muestras fijas y facilitar
la identificacion de los patégenos aislados.

3.4. Microcultivo 6 método de Riddell

e En un matraz de 250 mi se preparé medio litro de agua con 300 gr. de PDA.

e Con un mechero se calentd hasta obtener una mezcla homogénea.

e Se llenaron tubos de ensaye con agua corriente de 10 ml por tubo y se taparon
con una borra de algodon forrada con gasa y sellada con cinta adhesiva,
colocandolos en un vaso de precipitado, cubriéndolos con papel periédico y
sellados con cinta adhesiva.

e En las cajas de petri se colocd un trozo de vidrio curvado, sobre este se
colocaron un porta objeto y un cubre objeto, las cajas tapadas y preparadas se
colocaron en porciones de 4 y se envolvieron en papel periédico, posteriormente
se metieron a la autoclave con el matraz de la mezcla de PDA y los tubos con el
agua, a una presion de 1.5 kg/cm? .,

e Se vacid en las cajas de petri el PDA con una capa aproximadamente de 1 cm
para la preparacion del microcultivo o método de Riddell .

* Cuando esta solidificando el PDA. se puso sobre el cubre objetos un cuadrito de
1 cm? (Figura. 3.2).

¢ Con una aguja de diseccion se tomé una porcion del hongo de una caja con una
colonia pura y debidamente etiquetado y se impregné con esporas y micelio
alrededor del cuadro de PDA, por arriba y por debajo.

e Se colocé el cubre objeto y se le puso el agua del tubo de ensaye esterilizada
como se menciond anteriormente.

e Preparandose un minimo de 3 cajas para detener su crecimiento a las 12, 48 y
22



72 hs., y determinar a las cuantas horas ya esporuié el hongo.

Cuando se detiene el crecimiento se prepara con azul de algodén Mezcla de
lactofenol 67 mm, agua destilada 20ml y azul de algodén 0.1 g (Lépez, 1979). Se
coloca una gota, para que el microcultivo dure por mas tiempo y se pueda
observar mejor el crecimiento del hongo.

Al cumplirse el tiempo se destapé la caja de petri, se quitd con mucho cuidado el
cubre objeto, se puso un porta objeto nuevo con una gota de la mezcla de
lactofenol con el azul de algodoén y se colocd el cubre objeto con el crecimiento
del hongo hacia abajo y se sella con barniz de unhas alrededor del cubre objeto.
Para el porta objeto igual se separé con mucho cuidado el PDA para no lievarse
el crecimiento del hongo. Se puso una gota de lactofenol en el centro del
crecimiento y se colocé un cubre objeto nuevo sellandose por ultimo con barniz

para unas.

Fig. 3.2. Caja de petri para microcultivo; A) caja de
petri; B, Agua; C, barra de cristal doblado;
D) porta objeto; E) P. D. A,; F) incculo; G)
cubre objeto.
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3.5. Identificacion de los hongos

Se utilizaron las descripciones de los hongos del Commonwealth Mycological Institute
(C. M. 1.). 1968, IML. (1991) . Los libros de (Romero, 1988), (Barnett y Hunter. 1999) y
(Neergaard, 1945) un microscopio compuesto y los microcultivos.

3.6. Pruebas de severidad mediante la inoculacién del lirio acuético sano, con
Alternaria tenuis

La inoculacién del lirio acuatico se hizo con base en los resultados obtenidos, se utilizé
la técnica de inoculacion de Alternaria helianthi en girasol, para probar la susceptibilidad
al hongo, en el que probaron 1.5 X 10> conidios/ml (Asdruabal et al., 1988).

e Se colectaron 5 charolas de plantas de lirio acuatico con mas de 30 hojas sanas
cada una, el 25 de julio del 2002

e Se dejo en el laboratorio por 5 dias para observacién, por si se desarroliaba aigan
patogeno.

e Se tomoé una cepa pura de Alternaria tenuis, del 16 de Junio del 2002 y se le agregd
7 ml de agua para desprender los conidios.

e Con la camara de Neubauer se midieron los conidios por mililitro que tenia la
suspension (ver uso de la camara de conteo en el punto 3.8.).

e Escogiendo las hojas sanas para cada tratamiento, poniendo una etiqueta en cada
hoja indicando el tratamiento y la repeticion haciendo un tota! de 8 repeticiones por
tratamiento.

e Se seleccionaron las hojas de lirio de los tratamientos con las mismas
caracteristicas de color, tamafio y edad, en cada repeticion para tener mejor
confiabilidad.

e De |la suspensidn se prepararon 4 diluciones de 1,500 (T1), 2,000 (T2), 2,500 (T3),
3,000 (T4) conidios/ml y el testigo con agua y el jabéon Tween 20 al 0.5%, misma que
se fue ajustando después de cada inoculacién para la concentracion adecuada de
cada tratamiento.

e Las plantas se colocaron en el laboratorio que se desinfecté anteriormente conzd



cloro para evitar la contaminacion o alteracion de los resultados por otros factores
no considerados. En el laboratorio la temperatura fue menos variable y menor que la
del invernadero para obtener los resultados deseados, considerando que este hongo
se presentd mayormente en las épocas de mas frio de noviembre a febrero.

3.7. Uso de la camara de conteo de French y Teddy (1980).

e Se prepard en agua una suspension de los propagulos a contar, de mayor
concentracion que la deseada. Para evitar que los propagulos tiendan a
permanecer unidos o aglomerados, se le agregé “Tween 20" a razéon de 0.5%
mezclado sin agitar. El volumen total original de concentracién de conidios por ml
fue considerado en el calculo final.

e Se limpiaron las superficies de la camara entre cada observaciéon; enjuagandose
con agua esterilizada, se limpié con un trozo de algodén impregnado de alcohol y
se secod por contacto con papel absorbente y por Ultimo con papel limpialentes.

= Se tomé una alicuota pequena del indculo y se agregd un tinte vital concentado
(cotton blue) que tifio las células vivas. El tinte facilita también la observacion de
células poco refractivas.

e Se coloco el cubre objetos especial sobre los rieles paralelos a ambos lados de
la camara, frotando ligeramente para conseguir buen contacto.

e Con una pipeta delgada se tomd una muestra de la suspensiéon y se aplicé a la
ranura al centro del margen de una de las camaras donde fue rapidamente
absorbida por la fuerza capilar, se quité a tiempo para que no entrara un exceso
y rebasara en los bordes, lo que introduciria un factor de error.

e Se vacio la pipeta y se repitio el proceso anterior para la camara opuesta; se
monto al microscopio y se ubicd el rayado de una de las camaras con el objetivo
de menor aumento, girando luego el revolver para mayores aumentos, se dejo
transcurrir 2 minutos para que los propagulos se asentaran en el fondo de la
camara.

e Los propagulos fueron grandes, se usé el Cuadrado Principal (C. P.) central que
esta dividido en 25 cuadrados secundarios (C. S.) de 0.2 mm por lado, cada
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uno de los cuales esta dividido en 16 cuadrados menores de 0.05 mm por lado.
Entonces la concentracion se calculd de la siguiente manera
Numero en el C. P. Central x 10,000 = nimero de conidios por mi.

e Se calculé el volumen final necesario para llevar la suspensién de propagulos a
la concentracion deseada en la forma siguiente.

Propagulos/(conidios/ml).

x volumen total original conidios/ml. = volumen final conidios/ml.
Propagulos/(conidios/ml) deseado.

3.8. Valoracion del tercer postulado de Koch para Alternaria tenuis

e Del material enfermo que resulté de la inoculacion se tomaron dos hojas por
sintoma, se cortaron en cuadritos de 1 cm? y se pusieron en solucion de cloro at 1%
por tres minutos y se pasaron a papel secante previamente esterilizado.

e Se prepararon dos cajas de petri con PDA esterilizadas por cada sintoma y se
colocaron tres cuadritos del tejido enfermo de 1cm? cada uno, por caja.

e Se sacaron los hongos que estaban presentes en cada cuadrito y se pusieron en
cajas de petri con PDA para cada uno de los hongos encontrados y obtener la cepa
pura.

e Posteriormente se prepararon cajas de microcultivo con cada hongo para su
identificacion.

e Con ayuda del microscopio compuesto y las claves de identificacion se obtuvo el
hongo que se inoculd en el PDA y que podria ser el causante del dafio descrito en
los resultados.

3.9. Apli ion del delo logistico

La ecuacion linearizada que se ocupd para el modelo es:

Lny/1-y)=In(yo/1—-1y5) + rLt

Los valores de In [y/(1 — y )] son de aproximacién negativa y de infinito positivo como el
valor de y aproximados a 0 y 1, respectivamente. Para y = 0.5, In [y/(1 — yo )] es O.26



Donde rL es la evaluacion del parametro con las unidades de tiempo™ y y maxima igual
a 1. Si el periodo de incubacion es constante generalmente se puede ignorar el calculo
derL.

dy/dt se incrementan al incrementar y. Cuando rL es constante ia division de dy/dt
versus ¢ inicia el incremento, alcanza el maximo y declina a cero. La evaluacion
absoluta maxima donde ocurre el punto de inflexion en y = 0.5 o 50 % de la
enfermedad. La division de dy/dt versus t es simétrica pero el punto es inflexible
(Cambeili y Madden, 1990).

3.10. M‘todos de Wilcox et al., (1997), para la discriminaciéon de dreas sanas y
tad en Ph hop (Knoll et al., 2000) para ia slaboracion de ias escalas

de severidad

e Se digitalizé la imagen de la hoja en formato TIF, de la siguiente manera.

o En el procesador de imagenes se abre la imagen de la hoja.

e Se llena el fondo con color blanco puro.

e Con el pincel borrar la escala de medida.

e Reducir colores de ia imagen con "Image - Adjust - Posterize."

e Con la imagen aumentada, seleccionar por rango de color, los colores que
representan el area danada.

e Lienar el area seleccionada de color blanco, con "Edit - Fill."

« Copiar el area seleccionada con "Edit - Copy."

e Deshacer la seleccion con "Control - D", y seleccionar todo con "Control - A."

e Llenar toda el area de color azul con "Edit - Fill", y deshacer la seleccién.

e Pegar la imagen de la hoja y manchas con "Control - V."

e Aplanar la imagen con "Layer - Flatten image.”

e Seleccionar el color blanco con seleccién por rango de color.

e Deseleccionar el fondo con "Magic Wand" y ia tecia "Alt."

« Llenar las manchas seleccionadas con color rojo.

e Grabar la imagen en formato TIF, con nombre diferente al original.



3.11. Céiculo de areas sanas y afectadas en porcentajes por Iimage Tool (Wilcox et
al., 1997)

e Abrir la imagen con las areas discriminadas en Image Tool.

e Transformar la imagen a blanco y negro con "Processing - Color to Grayscale." Se
creara una imagen en grises. Se puede cerrar la imagen a color.

s Crear imagen que representa la totalidad de la hoja con “Processing - Treshold -
Manual.” Deslizar hacia la izquierda el manejador de rango que esta sobre el numero
255 para seleccionar en rojo toda la hoja. Elegir "OK" y se creara un archivo nuevo
con una silueta (100%) de la hoja.

e Regresar a la imagen en grises para crear una imagen nueva que represente el area
afectada, con “Processing - Treshold -Manual.” Deslizar hacia la izquierda el
manejador de rango que esta sobre el nimero 255 para seleccionar en rojo toda la
hoja. Luego deslizar hacia la derecha el manejador de rango que esta sobre el cero
para seleccionar en rojo las manchas. Elegir "OK" y se creara un archivo nuevo con
las siluetas de las manchas. Se puede cerrar la imagen en grises.

e Abrir con el primer icono la ventana de resuitados que esta abajo a la izquierda y
ajustar su tamano para que permita ver las dos imagenes. No maximizaria, porque
ocuparia toda el area de trabajo.

e Situarse en la imagen que representa a la hoja completa y contar su niomero de
pixeles con "Analysis - Count Black/White Pixeles.” En la linea 1 de la ventana de
resultados, bajo "Black Count" aparece el niumero que representa al 100% de la hoja.

e Situarse en la imagen que representa a las manchas y contar su nOmero de pixeles
con "Analysis - Count Black/White Pixeles." En la linea 2 de la ventana de resultados,
bajo "Black Count' aparece el numero que representa al porcentaje del area
afectada. Ignorar los valores que aparecen en las otras columnas de la tabla de
resultados.

e Antes de repetir el procedimiento para otra hoja, anotar los datos y limpiar la tabla de
resultados con "Edit - Clear Resuits.”
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en unidad métricas

3.12. Calibracién para el calculo de areas y afe

e Para calibrar el software, abrir en image Tool la imagen original, que contiene la
escala de referencia de medida.

e Elegir "Settings -~ Calibrate Spatial Measurements,” y dibujar sobre la escala de
referencia una linea de longitud conocida. En la ventana que pregunta "How long is
the line?" indicar las unidades que se estan usando y la longitud de la linea de
referencia. Terminar con "OK."

« Grabar la calibracion con "Settings - Save Spatial Calibration.”

e Cargar |la calibracion con "Settings - Load Spatial Calibration,” y elegir “yes" en la
ventana que pregunta "Do you wish to make this the default calibration?” Cerrar la
imagen de la hoja.

3.13. Preparacién para el célculo de areas

s En "Settings - Preferences - Object Analysis," marcar la caja que indica "Area” y
quitar las marcas a todas las demas. Aceptar.

e En "Settings - Preferences - Find Object,” marcar las opciones "Search Entire
Image”, "Manually Select Objects”, "Show object count in a message box" y
"Show object outlines on original image”. Maximum # of objects: 100000. Quitar
todas las otras marcas.

e Abrir con el primer icono la ventana de resultados que esta abajo a la izquierda y
ajustar su tamafo para que penmita ver las imagenes que se van a trabajar. No
maximizarla, porque ocuparia toda el area de trabajo.

3.13.1. Calculo de areas

e Abrir ia imagen con las areas discriminadas.
e Transformar la imagen a blanco y negro con "Processing - Color to Grayscale.”
Se creara una imagen en grises. Se puede cerrar la imagen a color.

e Seleccionar la totalidad de la hoja con: "Analysis - Object Analysis - Find
29



Objects - Manuatl - OK." Aparecera el ajuste de Treshold. Deslizar hacia la
izquierda el manejador de rango que esta sobre el nuomero 255 para seleccionar
en rojo toda la hoja. Elegir "OK.” En la siguiente ventana elegir "Select All" y
luego "Done". Aparecera una ventana indicando que se ha encontrado un objeto.
Aceptar.

e Medir el area de la hoja con “"Analysis - Object Analysis -." En la ventana de
resultados apareceran dos columnas; una indicando el numero de objeto y la otra
el area en cm, mm, etc. Anotar los datos, limpiar la tabla de resultados con "Edit -
Clear Results," y situarse de nuevo en la imagen.

e Seleccionar las manchas en la hoja con: “"Analysis - Object Analysis - Find
Objects - Manual - OK." Aparecera el ajuste de Treshold. Deslizar hacia la
izquierda el manejador de rango que esta sobre el numero 255 para seleccionar
en rojo toda la hoja. Luego deslizar hacia la derecha el manejador de rango que
esta sobre el cero para seleccionar en rojo las manchas. Elegir "OK." En la
siguiente ventana elegir "Select All” y luego "Done". Aparecera una ventana
indicando el numero de manchas encontradas. Aceptar.

e Medir el area de las manchas con "Analysis - Object Analysis -." En la ventana de
resultados apareceran dos columnas; una indicando los numeros de las
manchas y la otra el area de cada una en cm, mm, etc. Anotar los datos,
grabarios o copiarlos. Limpiar la tabla de resultados con “Edit - Clear Results,”
cerrar la imagen y abrir la siguiente. Esta operacion se hizo para todas las hojas
que se evaluo el porcentaje de severidad siendo un total de 6 hojas.

3.14. Pruebas de seguridad mediante la inoculacién de plantas cultivadas y
malezas con Alternaria tenuis

e En un semillero se pusieron a germinar el 4 de Septiembre del 2002, 14 semillas por
plantas de; frijol (Phaseolus vulgaris), Maiz (Zea mays) y las malezas malva (Malva
silvestre), bidens (Bidens pilosa) y kicullo (Penisetumn clandestinum).

e A los 20 dias después de su siembra, cuando las plantas contaban ya con dos
pares de hojas verdaderas se procedié a inocular.

e En el laboratorio se preparé el material para inocular, previamente esterilizado en30



la autoclave por 15 min.

Se prepard una caja con in6culo puro, a la que se le adiciond 7 ml de agua,
pasandolo entonces a un matraz balén de fondo plano.

Se hizo el conteo en la camara de Neubauer para obtener la suspension de 1500
conidios/ml para inocular, con jabén adherente Tween 20 al 0.5%.

Se inocularon todas las plantas al mismo tiempo y se taparon con bolsas de
polietileno por 4 dias para dar las condiciones para que las esporas germinaran.

Se dejaron las plantas en el laboratorio, sélo se les mantuvo el riego para evitar que
se deshidrataran.

A los 14 dias después de la inoculacién (ddi) se tomaron las plantas (maiz y frijol)
que presentd algun signo de enfermedad, se pusieron en solucion de cloro al 1%
por tres minutos y se enjuagaron con agua esterilizada para quitar el exceso el
cloro.

Se pasaron a papel secante esterilizado y se colocaron en una caja con medio de
cultivo PDA, tres cuadritos de 1 cm? cada uno por caja.

Se separaron los hongos que se obtuvieron de cada cuadrito.

Se prepararon en cajas de microcultivo, para obtener las muestras fijas.

Con ayuda del microscopio compuesto se identificaron los hongos resuitantes de

estos sintomas, que se describen en los resultados.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Colectas de lirio por sintoma y patégeno causal

Se realizaron 5 colectas en las que se describieron los dafios encontrados en cada una,
por los diferentes sintomas y patégenos causales, se nombran por separado con las
siguientes especificaciones:

4.1.1. Colecta realizada el 21 de junio del 2001

Mancha rayada en coloracion café rojiza que se va extendiendo por las nervaduras
hacia toda la hoja y en la parte del pedinculo, asociada con Alternaria tenuis y
Fusarium sp. (Figura 4.1-A).

De este sintoma se encontré6 muy poco material, s6lo se colectaron dos hojas en el
muestreo, no encontrando el dafo en las siguientes colectas y podria decirse que es el
mismo sintoma que describe Fernandez, (1995) como puntos cafés rojizos ocasionados
por Cephalosporium sp.

Tizén foliar de color café claro seguida por un halo café rojizo que a su vez esta
rodeado por un halo en tonalidades verde seco, terminando en café rojizo, con puntos
café oscuro hundidos en la parte de ila mancha en e! pedunculo, donde se une con la
hoja, inicia en el borde y se extiende por tas nervaduras llegando hasta el pedunculo,
extendiéndose hasta matar el tejido de la hoja, se pueden presentar una 6 mas
manchas que se juntan, asociado con Stemphyllium sp. y Alteraria tenuis (Figura 4.1-
B).

Tizén foliar de color verde seco al inicio y conforme avanza se torna en coloracion café
rojiza, que a su vez presenta puntos de color café en el centro y puntos negros
abultados, la mancha se extiende en el borde de la hoja, asociado con Alternaria tenuis
y Fusarium sp. (Figura 4.1-C).
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Mancha ovalada o principalmente en forma de media luna. Presenta una coloracion
rojiza-anaranjada que se extiende a lo largo de la hoja por la nervadura con un halo
amarillo bien definido. Se presentd como manchas alargadas o en franjas que se
presentan en sentido de la nervadura de la hoja, iniciando en el apice de la misma y
culminando a la altura en donde se inserta con el peciolo. A medida que la mancha
aumenta de tamano, la coloracion se vuelve mas oscura (café oscuro). En ocasiones se
puede llegar a romper el centro de la mancha. Sobre la hoja pueden ocurrirde 1 a §
manchas que culminan con un amarillamiento total de la hoja. De este sintoma también
se encontré muy poco en este tiempo, asociada a Alternaria tenuis, sin embargo, al
inocular este hongo el dafo son las manchas necréticas (Figura 4.1-D).

Este fue uno de los sintomas que se encontraron en menor cantidad en los meses de
septiembre a octubre pero se encontré mas de Noviembre a Febrero. Anteriormente se
reporta el sintoma sin encontrar el patégeno causal y puede ser que el patégeno que se
aislé sea el mismo que causa las manchas necréticas (Fernandez, 1995).

Manchas irregulares o circulares de color café oscuro a casi negro hundidos con un
halo amarillo se presentan cubriendo la lamina de la hoja, conforme la hoja envejece
ocurre una coalescencia de manchas, se presentan en hojas jovenes pero
principalmente en adultas, asociada a Alternania tenuissima (Figura 4.1-E). La mancha
irregular o circular se presenté con mayor frecuencia pues en todas las colectas lo
encontramos, un sintoma similar fue reportado por quienes lo determinaron como un
dafo causado por Alternaria eichhorniae (Naj Raj y Pannoppa, 1970) y la asociacion del
mismo sintoma a Bipolaris sp. y Cylindrocladium sp. (Zita et al., 2002).

4.1.2. Colecta realizada el dia 12 de Julio del 2001

Tizon foliar dorado, café claro que rodea el borde de la hoja puede comenzar en
cualquier parte del borde de la hoja, pero principaimente en ei centro y se extiende
hacia los lados y el centro hasta el pedunculo, conforme avanza el tizén se va
enroscando la hoja. Presenta puntos café mas oscuros en toda la mancha y demas
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partes de la hoja y pedunculo, rodeado por una coloracion café mas oscura, asociado
con Alternaria tenuis, Pellicularia sp, Rhizoctonia sp, Fusarium, Stemphyllium (Figura
4.1-F).

El tizén foliar dorado fue uno de los sintomas que mas se encontraron en et transcurso
de las colectas, sin embargo, en revisiones de los microorganismos que atacan al lirio
no encontramos alguna descripcién de este sintoma.

Manchas necréticas que estan dispersas por toda ia hoja. Comienzan con puntos de
redondos a ovalados que van creciendo y a su vez se van juntando conforme avanza.
La mancha se vuelve mas oscura (negra), en ailgunas partes de la hoja presenta
coloraciones amarillentas a café claro y provoca desgarre de tejido, asociada con
Alternaria sp., Altemnaria tenuis y Rhizoctonia (Figura 4.1-G).

Este sintoma se encontré en todas las colectas, las patégenos parecen ser muy
agresivos puesto que en todo el afio se presentan, es similar al punteado negro pero en
este caso provoca un desgarre de tejido lo que puede diferenciarlo, Fernandez (1995)
ha reportado sintomas similares pero no se menciona el desgarre del tejido.

4.1.3. Colecta realizada el 21 de julio del 2001

Mancha necrética se presenté en toda la hoja con puntos hundidos que fueron del café
oscuro a negro, miden 0.5 mm a 1 mm tanto de largo como ancho. Este tipo de
manchas normalmente esta asociado con la media luna, es ocasionado por Alternaria
tenuis (Fig.4.1-H.).

Estos sintomas se encontraron en mayor cantidad en los meses de Noviembre a
Febrero, meses que se visité la laguna para evaluar si se seguian manteniendo los
mismos sintomas. Fernandez (1995) lo asocia al dafio ocasionado por Bipolars sp.,
también describe el sintoma sin amarillamiento de la hoja cuando e! sintoma esta muy
avanzado y lo asocia con Cylindrocladium sp., sin embargo, al inocular por tres veces el
patégeno a lirio sano dos veces en invernadero y una en laboratorio se encontré que el
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patégeno causal es Alternaria tenuis, podria decirse que puede deberse a una maila
identificacion del hongo en el caso de Cylindrocladium sp. Otro sintoma que se describe
de puntos pequefios de café a negro que se presenta en hojas y peciolos ocasionado
por Cercospora rodmanii (Arnold et al., 1990).

También se encontré el Tizén foliar asociado a Stemphyllium sp. y A. tenuis, la mancha
de media luna asociado a A. tenuissima y el tizéon foliar dorado A. tenuis y Fusarium sp.
de la colecta realizada el 21-06-2002.

Tizon foliar que presenta una coloracidon dorada a café claro con un halo café oscuro
casi negro, se presenta tanto en hoja como en el pedunculo, pudiendo presentarse una
o varias al mismo tiempo; se juntan hasta formar una coalescencia. A los 11 dias el
tizon ya habia cubierto la mitad de la hoja, asociado con Alternaria sp., Alternaria tenuis
y Fusarium sp. (Figura 4.1-1).

4.1.4. Colecta del 23 de Agosto del 2001

En esta colecta se encontraron los sintomas iguales al anterior, pero los sintomas que
mas se encontraron fueron las manchas necréticas asociadas con Altermaria sp.,
Alternaria tenuis y Rhizoctonia, siendo el hongo que provoca desgarre de tejido. Sélo se
tomaron los sintomas pues el material se seco muy rapido por faita de luz y no se
pudieron hacer muestras para determinar los patogenos.

4.1.5. Colecta del 18 de Octubre del 2001

Los sintomas de esta colecta se describieron previamente en la colecta del 21 de junio
del 2001 y corresponden a: las manchas necroéticas que provocan el desgarre del tejido
asociada a Altemaria sp. A. tenuis y Rhizoctonia sp., mancha rayada asociada a A.
tenuis y Fusarium sp., Mancha necrética ocasionada por A. tenuis. De todas las
anteriores los que presentaron una mayor incidencia fueron las manchas necréticas
asociadas a Alternaria sp., A. tenuis y Rhizoctonia sp., de la colecta del 12 de julio del
2001 y ias manchas irregulares asociadas a A. tenuissima de |a colecta realizada el dia
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21 de junio del 2001 ya que se presentaron en todas las muestras de ia Laguna de
Zumpango y los canales. En éste caso la colecta se realizé en los canales debido al
dificil acceso que se tenia a la Laguna de Zumpango, ya que fue destapado el canal de
aguas negras llenandose mas la Laguna.

De cada género de hongo que se obtuvo, se analizé la posibilidad de ser utilizado como
micoherbicida para el Lirio Acuatico, sin que se causen problemas a otras plantas
cultivadas, asi como a la fauna de la Laguna, por la produccion de alguna sustancia
téxica.

Dentro de los géneros que causan mas dafo a las plantas son Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., Altermnaria sp. y en menor cantidad Pellicularia sp. y Stemphyllium sp.
(Agrios, 1995; Romero, 1988; Finch, 1981; Smith et al.,, 1992; Barnett y Hunter 1999;
Parry, 1990).

Sin embargo, se describen a A. tenuis y A. tenuissirma como saprobios y se encuentran
en materia organica y ocasionalmente puede causar dafio en geranio y rosal (Barnett y
Hunter, 1999). Pero el dafio que ocasiona al lirio acuatico es muy severo, por estos
motivos se decidid usar a A. tenuis.

De los patdégenos que se han utilizado como micoherbicidas son Afternaria eichhorniae,
Bipolaris stenospila, Cercospora rodmanii, C. piaropi, Acremonium sp., Fusarium
roseum, Rhizoctonia spp. (Freeman, 1976). Puccinia chondrillina, Cercospora
agaratinae, C. adenophorum (Templeton y TeBeest, 1979). Acremonium zonatum,
Alternaria alternata, Bipolaris oryzae, Cercospora papiori, Marasmiellus inoderma,
Mycrothecium roridum, Uredo eichhorniae (Arnold et al., 1990). Sin embargo, del dano
ocasionado por Altermaria tenuis no se encontraron referencias, tampoco se considera
como agente de control bioldgico, por los resultados de este trabajo permiten
considerarlo como un nuevo patogeno de lirio acuatico con potencial micoherbicida.
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4.2. Descripcion de los géneros de patégenos iados al lirio ati

En todos los casos las caracteristicas de los hongos descritos, corresponden a los
hongos aislados del lirio acuatico e identificados de acuerdo a la siguiente morfologia

4.2.1. Fusarium sp.

El género Fusarium sp. fue descrito usando las siguientes caracteristicas: Conidiéforos
alargados en forma de botella, con ramas a intervalos regulares y verticiladas,
septados, individuales y agrupados en esporodoquios; conidios de dos tipos; 1)
microconidios piriformes, unicelulares y bicelulares, no curvados, en cabezuelas y en
cadenas; 2) macroconidios falcados, en forma de media luna, dos a nueve septos,
apice puntiagudo, romo en forma de gotero, base puntiguda, roma en forma de pié;
clamidosporas (Figura 4.2-B) (Romero, 1988).

4.2.2. Alternaria sp.

Esporas de color oscuro, con pico, obclaviformes, aunque pueden ser notablemente
polimérficas, en cadenas, con pico, ramificados, segun la especie; los conidioforos
simples y ramificados, individuales y agrupados (Figura 4.2-E) (Romero, 1988).

4.2.2.1. Alternaria tenuis

Conidios en forma de cadenas largas ( de 6 a 10 6 mas conidios /cadena), con pico y
sin pico. Conidios polimorficos, la mayoria con pico corto y septos longitudinales;
saprdfito obicuo o parasito benigno (Figura 4.2-A) (Romero, 1988).

4.2.2.2. Alternaria tenuissima

Conidios formados por la mayoria de las especies (5/7) en cadenas cortas (de 3 a 5
esporas por cadena); con pico relativamente corto. Conidios conicos a ovales; el pico
de tamano casi igual al del cuerpo principal y frecuentemente con un hinchamiento
terminal; saprofito obicuo (Figura 4.2-F) (Romero, 1988).
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4.2.3. Rhizoctonia sp.

Fructificaciones asexuales y esporas sexuales ausentes; esclerocios café o negro, de
forma variable, frecuentemente pequefios y no muy compactos, formados por
filamentos miceliales y conectados a ellos; hifas del micelio cafés, con células grandes y
ramas saliendo aproximadamente en angulo recto (Figura 4.2-C) (Romero, 1988).

4.2.6. Stemphyllium sp.

Conididforos oscuros, generalmente ensanchados en la parte terminal, cortaos o largos,
soportando un conidio terminal o un conidio con nuevos crecimientos, los conidicforos
generalmente proliferan a través de una vieja marca conidial, conidios ©OScuros
(porosporas), oblongos, esféricos, generalmente con tres septos transversales y de 1-3
septos longitudinales, granuloseo y equinulado, de tamafo variable generalmente son
parasitos o saprobios (Figura 4.2-D) (Barnett y Hunter 1999).
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4.3. Inoculacién del lirio acudtico

Al inocular Altemaria tenuis, se obtuvieron los resultados deseados, pequenas
manchas necréticas o puntos negros que se presentaron en toda {a hoja, iguales a
los colectados en campo el 21 de Junio del 2001, que con el tiempo se juntan
provocando un amarillamiento en la hoja y la posterior muerte del tejido. El hongo
se presenta al cuarto dia de haber sido inoculado y fue avanzando hasta los 38 dias
que la hoja se veia casi muerta.

Al hacer la comprobacion del tercer postulado de Koch se determiné que el hongo
que fue inoculado fue el mismo que se reaislo.

4.4. Pruebas de severidad.

Debido a que no se encontrd informacion sobre inoculacién de Altermnaria tenuis, se
decidié hacer las pruebas de severidad con diferentes concentraciones de esporas
basadas en el estudié realizado de las pruebas de patogenecidad en Girasol con
Alternaria helianthi con una concentracién de 1.5 X 10° conidios/mi (Asdrubal et al.,
1988). En el caso de inoculacidon puede haber métodos que resulten inciertos
puesto que no se sabe |a cantidad de indcule debido a que lo maceran en mortero y
mezclan el micelio y los conidios se agrega un volumen 1:10 masa conidial/agua,
pero no indica mucho para usar como referencia (Fernandez, 1995). Otro caso, es
el peso del indbculo con el medio de cultivo y con base en esto se sact su dosis para
inocular Cercospora rodmanii de 48 gm/m?y 6.34 gr/m? (Conway y Cullen, 1978).

Se inocularon esporas de Alternaria tenuis en hojas de lirio en una concentracion de
1500 c/mi (T1), se seleccionaron las hojas que tuvieran las mismas caracteristicas
para cada repeticibn y con una saturacion de humedad para asegurar la
germinacion de las esporas.
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Las pruebas de severidad realizadas de A. fenuis en lirio acuatico mostraron ser
mas agresivo el T1 ya que a los 32 dias después de la inoculacion (ddi) la planta
detuvo su crecimiento al presentar el 60% de severidad y reproduccion de biomasa,
al hacer el analisis estadistico para ver el comportamiento de la epidemia en e T1
se defini6 a una R?* de 87.07% lo cual es un nivel adecuado de confiabilidad, sin
embargo, el modelo no se adapta a este tratamiento, por lo que se necesita aplicar
otro analisis estadistico para este tratamiento, sin embargo, la mancha foliar del lirio
avanza 0.14 punto porcentuales por cada dos dias, a partir de la presencia de la
enfermedad, siendo el mas alto (figura 4.1). De los otros tratamientos, el T4 fue mas
confiable a este modelo puesto que presenta un indice de confiabilidad del 96.70%
y la mancha foliar del lirio avanza 0.060 puntos porcentuales de incidencia por cada
dia, a partir de la presencia de la enfermedad, asi como, el T2 que presentd un
valor de R? de 97.31% y la mancha foliar del lirio avanza 0.10 puntos porcentuales
de incidencia por cada dos dias, a parntir de la presencia de la enfermedad, el
menos confiable fue el T1 ya que su porcentaje de confiabilidad fue de 87.07%. Sin
embargo, ain en este nivel de confiabitidad podria considerarse adecuado (Figura
4.4y4.5).

Un aspecto importante es el tiempo en que el hongo detiene el crecimiento y
reproduccion del lirio, ya que a los 34 ddi y una cobertura del 60% de las manchas
necréticas, la planta comienza a morir sin recuperacién. Con lo anterior se podria
asumir que se propicia un control adecuado, siendo factible el uso de Alternaria
tenuis como micoherbicida, sin embargo, seria conveniente verificar las pruebas de
severidad para confirmar el mejor tratamiento en campo. En la utilizacion de
Cercospora rodmanii y la combinacion de Neochetina spp., se observo un control de
99% después de 7 meses en campo, lo que nos da una interrogante para probar
Alternaria tenuis en campo y verificar el tiempo en el que detiene el crecimiento y
produccion en biomasa del Lirio acuatico, puesto que en laboratorio es muy rapido
(Arnoid, 1990). Otra forma de controlar el lirio es el pH en un experimento para
depurar purines de cerdo observé que con el pH arriba de 8 la planta necosaba y
moria (Delgado, 1994). Se probd a Neochetina bruchi en Digque los Sauces,
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Argentina en 80 has se logro un control de Lirio acuatico del 95% en 6 afos (Loach
y Cardo, 1983). Las pruebas realizadas con Neochetina eichhorniae en la pera
Hebbol, india en 20 has y en 30 meses tenia un control del 95% (Jayanth 1988).

En cuanto a incidencia, se obtuvo el 100% en las hojas inoculadas de lirio acuatico,
por lo que no se tuvo la necesidad de cuantificar.

Cuadro 4.1 Resumen de los analisis de regresion lineal para determinar la precision
y exactitud de los diferentes diagramas de severidad, generados a partir
de regresion lineal.

Patosist Model R? Signif. | Signif. bOb1 Error STD b1
Epidemial YL=-3.91+0.14t | 0.8707 0.0001 |0.0001; 0.0001 | 0.01465
Epidemia2 YL=-4.34+0.10t | 0.8089 0.0001 |0.0001: 0.0001 | 0.00892
Epidemia3 YL=-4.01+0.06t | 0.8897 0.0001 {0.0001; 0.0001|0.00993
Epidemiad TL=-4.01+0.06t |0.9670 0.0001 |0.0001; 0.0003 | 0.00327
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FIG. 44. Curvas de desarrollo de la enfermedad de acuerdo al modelo logistico linearizado que muestra los
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4.5. Pruebas de Seguridad

En la region se siembran cultivos de riego y temporal como son el maiz, frijol,
calabaza, alfalfa, avena, cebada entre otros y las principales malezas los pastos,
malva, quelites, bidens entre otros, por lo que se realizaron las pruebas de
seguridad en los cultivos que se siembran en mayor cantidad y en las malezas que
se encuentran con mayor frecuencia en las Zonas que se riegan con agua de ia
Laguna de Zumpango.

Las hojas de maiz presentaron el dafno de una mancha de amarilla a café después
que se inoculd Altemnaria tenuis, pero las hojas que brotaron después no
presentaron ningun daro, su crecimiento fue normal y vigoroso. Las hojas de frijol,
presentaron una mancha blanca y la hoja se marchitd, pero los brotes de las nuevas
hojas fue sano y vigoroso, no afectando su crecimiento normal. Las hojas de maiva
no presentaron ningan dafio, su crecimiento fue normal en todo momento. En las
hojas del Kicuilo no se obtuvo ningun dafio, los pastos crecieron, sin alteracion
alguna. Las plantas de bidens tampoco presentaron ningun dafio.

Al realizar las pruebas de seguridad se puedo observar que los hongos no afectan
al tejido joven de las plantas, sin embargo, en maiz se desarrollaron en las primeras
hojas un tizén café dorado que se extendi® por las nervaduras de las hojas en las
que se inoculé, las hojas nuevas brotan sanas, el tizon esta asociado con
Penicillium sp. y de A. tenuis. Sin hacer la determinacion del patégeno causal del
tizon en las hojas inoculadas.

En el caso del frijol se presentaron manchas circulares hundidas de coloracion
blanco parduzco, estan asociadas a Mucor sp. y Penicillium sp. y A. tenuis. Sin
determinar el patdgeno causal de las manchas circulares en las hojas inoculadas.

Las pruebas de seguridad realizadas por Conway y Freeman (1977), de Cercospora
rodmanii en pepino, calabaza y espinaca, hasta la tercer aplicacion y 3 semanas
después se quemaron las hojas viejas de las plantas, al parecer ila que presentd
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més dafo fue o pepino y se inoculd a parte con el lirio acudtico fuera del
invemadero y despuéds de 3 samanas qQue se inoculs, solo el liric acudtico
prosentaba sintomas.

Fig. 4.6. Pruebas de seguridad en A) Brotes de frijol sancs. B) Dario en frijol. C) Brotes
maiz. D) Dano en maiz. E) Malva sana.
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4.6. Escalas de severidad

Las escalas de severidad fueron elaboradas con base a la formula K = 1 + 322
log(n) y considerando el 60% como dafio maximo, ya que el lirio acuatico detiene su
crecimiento y produccion de biomasa, cuando el hongo ya abarcé dicho porcentaje

Cuadro 4.2.

Cuadro 4.2. Escalas de severidad de A. fenuis Para
tirio acuatico. Por el método ajustado de
Horsfall-Barratt, 1945.

clases severidad Media
o 0-0 (o]
1 0-2.73 1.3
2 2.73-6.36 4.5
3 6.36-14.13 10.2
4 14.13-28.48 21.3
5 28.48-49.09 38.8
[ 49.09-60.00 54.5

4.7 Diagramas de severidad

Los diagramas de severidad sirven como referencia para identificar el porcentaje de
severidad en las hojas que se van a evaluar, teniendo como margen de error la
agudeza del ojo, por lo que se recomienda que la persona que haga las
evaluaciones sea siempre la misma para que el margen de error sea el mismo.
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Fig. 4.5. Diagramas de severidad. Equivalentes al porcentaje exacto del drea daiada de las hojas de lirio

(1997).

mediante ¢} método de Wilcox ef a/.

acudtico,
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Realizando los diagramas de severidad en 6 clases, se hicieron al 60% puesto que
cuando la enfermedad tiene un 60% de avance la planta detiene su crecimiento y
produccion de biomasa (Figura 4.5). Para la medicion del avance de la enfermedad
en lirio y al hacer evaluaciones en campo se pueda medir sin ningun problema sélo
es cuestion de agudizar el ojo y el error sera de la persona que evalue, en muchos
de los cultivos se han realizado diagramas de severidad y todos pueden ser
diferentes, puesto que las enfermedades presentan un comportamiento distinto y
dependiendo las plantas en las que se presenten, los diagramas para el tizéon del
sur del maiz, sélo lo hace para 1, 5, 25 y 50 % (Cambell y Madden, 1980), otro
ejemplo son los diagramas del mildeu polvoriento en cebada, con clases de 1, 5, 10,
25, 50 y 75% (Parry, 1990).

[ TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN

51



5. CONCLUSIONES

Se encontré un total de 4 géneros y 3 especies de Alternaria, de los cuales
unicamente se utilizé a A. tenuis como micoherbicida.

Al hacer las inoculaciones se demostré que el hongo Afternaria tenuis detiene el
crecimiento vegetativo y reproduccion de lirio lo cual se presenta en mayor
proporcion a los 34 ddi y a los 50 ddi lo mata.

Las pruebas de seguridad mostraron que el hongo no afecta a los cultivos de maiz y
frijol, tampoco a las malezas de la region, por lo que es recomendable inocular en
campo para observar como afectan a los cultivos que se siembran en las cercanias
a la Laguna de Zumpango, asi como donde se utiliza esa agua para riego en
parcelas de cultivos.

Con base en las pruebas de severidad asi como seguridad se puede sefalar que
Alternarnia tenuis presenta ventajas importantes para su uso como micoherbicida.

Para su uso como micoherbicida para control de Lirio acuatico seria conveniente
confirmar y verificar los resultados obtenidos a nivel de campo para poder dar una
recomendacion formal o extensiva de Alternaria tenuis como micoherbicida.
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