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RESUMEN

El sauce es una especie con alto potencial de aprovechamiento medicinal,
artesanal, ecoldgico, entre otros; sin embargo, en los Ultimos afios, su poblacién
ha disminuido considerablemente debido a enfermedades como la marchitez por
Fusarium, deforestacion e incendios. A cuestion del avance de la enfermedad en
México y su interés en el género Salix, su desconocimiento de ella en los sauces
y otros géneros, es por esta razén que actualmente existe una gran necesidad
de contar con material seleccionado de Salix para entender mejor el
funcionamiento dentro de las plantas, sin embargo la cantidad de material que
se requiere excede la cantidad que puede obtenerse mediante propagacion por
semilla, por lo que las alternativas fueron propagacion in vitro y ex vitro con
estacas. Aunque la semilla del Salix es muy pequefia y delicada en trabajos
previos se ha mostrado que es posible desinfectarla sin dar la eclosién de la
misma. El objetivo del presente trabajo fue realizar estudios orientados a conocer
la respuesta defensiva del Salix bonplandiana ante Fusarium solani proveniente
de complejo ambrosial mediante cuatro capitulos: el primero es la metodologia
e investigacion de las partes a tratar, el segundo fue para establecer un protocolo
de propagacion in vitro del Salix bonplandiana, en el tercero se establecié una
propagacion de S. bonplandiana por esquejes ex vitro, y el cuarto se pusieron a
prueba las respuestas defensivas de la planta.

En el dltimo capitulo se evaluaron las respuestas defensivas mediante dos
enfoques: uno que consistia en hacer pruebas y evaluar la reproduccion y
colonizacion de las esporas en el tallo de las plantas y otro mediante pruebas in
vitro se observé si habia cambios en las plantas con pruebas fotograficas, sin

datos cuantificables.

Se fueron recopilando datos y fueron evolucionando los experimentos conforme
se obtenia informacion de los anteriores, primero se evaludé con qué tipo de
herida se podria simular el complejo ambrosial, por consiguiente, se calcularon
las areas colonizadas por diferentes profundidades y concentraciones de
esporas. Se demostré que entre mayor concentracion y profundidad habria

mayor colonizacién. Con forme a los datos, se realizaron las inoculaciones
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agresivas con aplicaciones de elicitores, no hubo éxito al tratar de observar algun
cambio de con elicitores y sin elicitores. Al combinar los experimentos anteriores
se puede determinar, que para lograr observar resultados con estos dafios y uso
de elicitores se deben hacer 2 cosas: 1. Dejar mayor tiempo la inoculacién, para
asi poder obtener una colonizacion favorecida del hongo y una respuesta
sistémica del organismo hacia la inoculacion y colonizacion del hongo. 2. A estas
pruebas que se obtengan de los experimentos se les debera hacer estudios de
tincibn para poder saber correctamente si existe o no una colonizacion,
posteriormente verificar que en dicha colonizacién se encuentre el hongo que se
inoculé y finalmente hacer los estudios bioquimicos correspondientes para

entender que actividad existe dentro de la planta ante estos sucesos.

Para caracterizar el uso del filtrado de este hongo y poder entenderlo mejor se
trabajo a nivel histolégico. A nivel morfa-histolégico se fue descartando los
niveles que llegaban a ser mortales para la planta, empezando con
concentraciones de 0:10, 1:10, 2.5:10, 5:10, 10:10, estas concentraciones se
compararon con el filtrado esterilizado y no esterilizado, se observé que la
necrosis y el dafio en la planta era muy avanzado en los tratamientos cuyo FC
se habia esterilizado, se logro diferenciar que el FC a dosis del 1:10 no lograba
hacer un dafo histolégico avanzado, por lo que se realizé el siguiente a
concentraciones similares las cuales fueron 1:10, 2:10, 3:10, tomando como
referenciala 1:10. Por otra parte a estos resultados se adicionaron elicitores para
observar en plantas in vitro con concentraciones de FC 1:10 y distintas en
elicitores con 2 elicitores a evaluar, se observaron a los 15 dias, fecha en la que
no se obtuvieron resultados visibles. En conjunto los resultados obtenidos
representan un progreso importante tanto en la eficiencia de la reproduccion y
multiplicacion de plantas de este género, un mejor entendimiento del cultivo in
vitro y un avance en el estudio de los complejos ambrosiales, entendimientos
que podrian servir como base para futuros protocolos de micropropagacion,
barrenado de plantas y entendimiento de las vias y rutas defensivas de las

plantas.



ABSTRACT

Willow is a species with high potential for medicinal, handicraft, ecological and
other uses; however, in recent years, its population has decreased considerably
due to diseases such as Fusarium wilt, deforestation and fires. As a matter of the
advance of the disease in Mexico and its interest in the genus Salix, its unknown
in willows and other genera, it is for this reason that currently there is a great need
to have selected material of Salix to better understand the functioning within the
plants, however the amount of material required exceeds the amount that can be
obtained by seed propagation, so the alternatives were in vitro and ex vitro
propagation with cuttings. Although the Salix seed is very small and delicate,
previous work has shown that it is possible to disinfect it without hatching. The
objective of the present work was to carry out studies oriented to know the
defensive response of Salix bonplandiana against Fusarium solani from
ambrosial complex through four chapters: the first is the methodology and
investigation of the parts to be treated, the second was to establish a protocol for
in vitro propagation of Salix bonplandiana, in the third was established a
propagation of S. bonplandiana by ex vitro cuttings, and the fourth was to test the

defensive responses of the plant.

In the last chapter, the defensive responses were evaluated using two
approaches: one consisted of testing and evaluating the reproduction and
colonization of the spores in the stem of the plants, and the other, using in vitro
tests, observed if there were changes in the plants with photographic evidence,

without quantifiable data.

Data were collected and the experiments evolved as information was obtained
from the previous ones, first it was evaluated with what type of wound could
simulate the ambrosial complex, therefore, the areas colonized by different
depths and concentrations of spores were calculated. It was shown that the
higher the concentration and depth, the greater the colonization. According to the
data, aggressive inoculations were carried out with elicitor applications, but there
was no success in trying to observe any change between with elicitors and

without elicitors. When combining the previous experiments, it can be determined



that in order to observe results with these damages and the use of elicitors, two
things should be done: 1. Leave the inoculation for a longer time, in order to obtain
a favored colonization of the fungus and a systemic response of the organism
towards the inoculation and colonization of the fungus. 2. These tests obtained
from the experiments should be subjected to staining studies in order to know
correctly whether or not there is colonization, then verify that the inoculated
fungus is present in the colonization, and finally perform the corresponding
biochemical studies to understand what activity exists within the plant in the face
of these events.

To characterize the use of the filtrate of this fungus and to understand it better,
we worked at the histological level. At the morphological-histological level, the
levels that were lethal for the plant were discarded, starting with concentrations
of 0:10, 1:10, 2. 5:10, 5:10, 10:10, these concentrations were compared with the
sterilized and non-sterilized filtrate, it was observed that necrosis and damage to
the plant was very advanced in the treatments whose FC had been sterilized, it
was possible to differentiate that the FC at a dose of 1:10 did not achieve
advanced histological damage, so the following was done at similar
concentrations which were 1:10, 2:10, 3:10, taking 1:10 as a reference. On the
other hand, elicitors were added to these results to observe in plants in vitro with
concentrations of FC 1:10 and different in elicitors with 2 elicitors to evaluate, they
were observed after 15 days, date in which no visible results were obtained.
Overall, the results obtained represent an important progress both in the
efficiency of reproduction and multiplication of plants of this genus, a better
understanding of in vitro culture and an advance in the study of ambrosial
complexes, understandings that could serve as a basis for future protocols for
micropropagation, drilling of plants and understanding of the defensive pathways

and routes of plants.
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Cuadro 0.1.- Clave de Simbolos y Abreviaturas
ABREVIATURA TERMINO
* Mas menos
pL Microlitros
pmol m2s?t Unidad radiacion fotosintética activa
ADN Acido Desoxiribonucleico
AIB Acido indol butirico
ANA Acido 1-naftalenacético
ANOVA Andlisis de varianza
BAP 6-Bencilaminopurina
“C Grados Celsius
CA Carbon Activado
CNRF Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria
CONABIO Comisién Nacional para el cqnocimiento y uso de la
Biodiversidad
DAMP Patrones Moleculares Asociados al Dafio
DGSV Direccion General de Sanidad Vegetal
DMS Grados, Minutos y Segundos
dS/m DeciSiemens
EBP Escarabajo Barrenador Polifago
Organizacion de las Naciones Unidas para la
FAO : - :
Alimentacion y la Agricultura
FC Filtrado de Cultivo (F. solani)
FD Fusarium dieback
FORDECYT Fondo Institpciqqal de Fome,nt_o Regional para_gl
Desarrollo Cientifico, Tecnolégico y de Innovacion
FSSC Food Safety System Certification
gLlo g/L gramo por litro
Ha Hectarea
HR Respuesta Hipersensible
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas y
INIFAP :
Pecuarias.
Kin Cinetina
Kin Cinetina
km, m, cm, mm Kilbmetro, metro, centimetro, milimetro
KSHB Kuroshio Shot Hole Borer
LE. NH. NR, NRA, Longitud dgl Explante, I\,lljmero de Ho_jas, N,l’Jmero de
NN. NB. LR Raices, Num(,ero de Raices Adventlc_las, Nume}ro de
S Nudos, Numero de Brotes, Longitud de Raiz
LSD Diferencia minima significativa
MAPK Via de las Proteinas Cinasas Activadas por Mitdgenos
mgL1o mg/L. Miligramo por litro
MJ Metil-Jasmonato
mM, M Milimolar, Molar
MS Medio de cultivo Murashige y Skoog
N, O Norte, Oeste
NaOH Hidroxido de Sodio

14



NIMF
NLR
p/v
PAMP
PDA
PDB
PF, PS
pH
PR
PRR
PVE
RNA
ROS

S, min, h.

SA
SD

SEMARNAT
SENASICA

Sp. spp.
TF
Ton
viv

Normas Internacionales para Medidas Fitosanitarias
Nod like Receptor
Peso por volumen de solucién
Patrones Moleculares Asociados a Patégenos
Papa Dextrosa Agar
Caldo Papa Dextrosa
Peso Fresco, Peso Seco
Potencial hidrogeno
Relacion con patogénesis
Receptores que Reconocen Patrones
Programa de Vigilancia Epidemioldgica
Acido Ribonocleico
Especies Reactivas de Oxigeno
Segundo, minuto, horas.
Acido salicilico
Desviacion Estandar
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Especie - especies
Factores de Transcripcion
Tonelada
Volumen por Volumen de solucién
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1. CAPITULO 1.
1.1 Introduccidén

México cuenta con aproximadamente 64 millones de hectareas de
bosques de clima templado y selvas que abarcan el 32% del territorio nacional.
Adicionalmente el pais cuenta con 56 millones de ha de matorrales y cerca de 2
millones de ha de vegetacion hidrofila. Tales recursos son de gran importancia
para el pais desde el punto de vista social, econdomico y ambiental (Torres Rojo,
2020).

Los escarabajos barrenadores son escarabajos que perforan las ramas o
troncos en este grupo de barrenadores se encuentran los llamados ambrosiales,
caracterizados por mantener una asociacién con hongos a los cuales les ayudan
a colonizar los arboles rompiendo la defensa de éstos, y proporcionando
alimento para los escarabajos y su descendencia (Gonzalez, Loranca, Canela,
Lamelas, & Ibarra, 2018).

Este es el caso del complejo ambrosial Euwallacea sp.-Fusarium
euwallaceae, el cual estd compuesto por un insecto vector y un hongo
fitopatdgeno (de aqui en adelante referidos como plagas invasoras), que en su
lugar de origen no son plagas de importancia fitosanitaria. Sin embargo, desde
su introduccion a los Estados Unidos -presumiblemente, a través del embalaje
de mercancias provenientes de Oriente-, estas plagas invasoras han afectado
negativamente al sector agricola y forestal. En lo que respecta al sector agricola,
la industria aguacatera en Estados Unidos ha sufrido cuantiosas pérdidas,
debido a que este cultivo es atacado por ambas plagas. En el sector forestal, las
afectaciones estan relacionadas con la muerte de miles de arboles presentes en
los bosques, valles riberefios y zonas conurbadas en el sureste y suroeste de los
Estados Unidos. Cabe resaltar que ademas de la mayoria de las especies de la
familia Lauraceae, muchas otras especies de amplia distribucion
(aproximadamente 200 especies arboreas) son también afectadas (FORDECYT,
2017).
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Algunos coleopteros de la subfamilia Scolytinidae son plagas forestales
de gran importancia en México. Publicaciones recientes han identificado 867
especies de Scolytinae, pero solo el 5 % son de importancia econémica. Estos
insectos han sido reportados en 265 especies de hospederos de los cuales 199
tienen un valor econémico (arboles frutales y forestales), especies las cuales
diseminarian al hongo simbionte causando dafios en areas forestales y

agricolas, afectando ecosistemas susceptibles (Angel Restrepo, y otros, 2019).

Las especies vegetales del género Salix modifican los sustratos y ayudan
al establecimiento de otras especies arbéreas. En Europa, Estados Unidos,
Canada y Argentina se han establecido plantaciones con fines de reforestacion
utilizando diversas especies del género Salix. Ademas, con fines agroforestales,
cuando se manejan en linea, sirven como cortinas rompevientos y para definir

linderos (Rodriguez Garcia, 2002).

En México, el Salix bonplandiana tiene importancia en la reforestacion /
restauracion, especie con potencial para la restauraciéon de zonas riberefias
erosionadas. Se ha plantado con fines de restauracion en las delegaciones de
Xochimilco y Tldhuac (Mixquic) de la Ciudad de México y en Durango (Kunth,
1817).

S. bonplandiana también es utlizado en el Sistema agroforestal.
Ampliamente usado en el agrosistema conocido como “chinampa”. Se planta
como cortina rompevientos, para proteger los cultivos horticolas y floricolas del

viento, granizo y tormentas y para retener el suelo y la humedad.

Las plantas son organismos que han logrado evolucionar para crecer y
desarrollarse en ambientes donde existen diferentes factores de estrés
incluyendo el estrés biodtico, esto debido al desarrollo de mecanismos especificos
de defensa que les permiten detectar cambios en el ambiente y responder a
ellos, minimizando los dafos posibles. Este tipo de defensa incluye barreras
fisicas y quimicas caracteristicas de la planta, también llamadas constitutivas
gue son estructuras o sustancias quimicas presentes en la planta antes de la

infeccion del patogeno. Los mecanismos de defensa inducidos se activan
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solamente como respuesta al ataque de patdgenos durante el proceso de
infeccion. Las plantas secretan una alta variedad de sustancias con propiedades
toxicas o inhibidoras como fenoles, lignina, taninos, saponinas, antocianinas,
flavonoides, glucocinatos, lectinas, glucanasas y quitinasas, entre otros (Garcia
Enciso, Robledo Olivo, Benavides Mendoza, Solis Gaona , & Gonzalez Morales,
2018) (AGROACTIVO, 2018).

La interaccion planta-patdogeno inducira una respuesta defensiva en las
plantas de Salix bonplandiana, se realizaron tres experimentos, en el primer
experimento, fueron estacas obtenidas de una planta madre, que se adaptaron
a invernadero, se evaluaron las respuestas de las plantas a las diferentes
perforaciones ante la induccion del patégeno (F. solani), los dos siguientes
experimentos fueron obtenidos por semilla, germinadas in vitro, el segundo
experimento se realiz6 con plantas en condiciones in vitro evaluando los
elicitores y su respuesta ante las proteinas del patdgeno, en el tercer
experimento se tomo en cuenta la mejor respuesta de perforacion del primer
experimento, y la mejor respuesta defensiva del segundo experimento. Estas
plantas se adaptaron a invernadero para su evaluacion y respuesta de la planta.

1.2 Antecedentes

Los problemas fitosanitarios que ponen en riesgo al sector agricola,
aumentan cada dia y causan grandes pérdidas econdmicas. Este tipo de riesgos
son mas peligrosos si se considera, entre otros muchos aspectos la
globalizacion, la cual implica mayores intercambios comerciales de productos y
nuevas conexiones territoriales entre los paises, dando lugar a escenarios no
vislumbrados tales como la dispersion acelerada de algunas plagas. Esta
dispersién es a su vez acrecentada por el efecto del cambio climatico, que puede
favorecer el establecimiento de plagas y enfermedades en los cultivos agricolas
y/o en los diferentes ecosistemas naturales. Un escenario mas preocupante es
cuando algunos de los insectos, introducidos de forma accidental, se constituyen
como vectores de microorganismos que, al interactuar en un ambiente nuevo y

libre de los factores que los controlan como ocurre en su lugar de origen, se
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vuelven patégenos de los hospederos, a los que estos vectores atacan
(FORDECYT, 2017).

1.2.1 Complejo ambrosial

Los complejos ambrosiales o los escarabajos ambrosiales son insectos
globalizados que estan distribuidos en bosques de zonas tropicales y
subtropicales los cuales comprenden mas de 6,000 especies en dos subfamilias,
Scolytinidae y Platyponidae. La mayoria de los escarabajos ambrosiales
colonizan arboles muertos, moribundos o estresados y ayudan en el proceso de
descomposicion de madera. Existen factores de estrés que se asocian al ataque
de los escarabajos ambrosiales, como el clima, enfermedades, deficiencias
nutricionales, plagas. Estos factores de estrés disminuyen la resistencia de los
hospederos y facilitan el ataque masivo de los escarabajos. Ademas, varias
especies de escarabajos ambrosiales pueden colonizar un mismo hospedero,
sin embargo, una especie puede ser la que predomina (Angel Restrepo, y otros,
2019).

Muchos de los dafios que ocasionan estos escarabajos ain no se han
estudiado de manera detallada. El conocimiento sobre la biologia (ciclos
bioldgicos) y ecologia, permitird entender la funcion de éstos en la dinamicay las
modificaciones del habitat en el que se desarrollan, gue ha representado muchos
millones de afios de evolucién. Estos insectos se establecen sobre sus
hospedantes con dos propositos fundamentales, el de alimentarse y
reproducirse, asimismo juegan un papel importante en el equilibrio de las
comunidades vegetales, ya que contribuyen eliminando aquellas plantas
moribundas y enfermizas, ademas se incluyen dentro de los grupos principales
que participan en el procesamiento de materia organica, particularmente de la

madera (Burgos Solorio & Equihua Martinez, 2007).

El 99 % de la subfamilia de escarabajos Platypodinae y mas de la mitad
de la subfamilia Scolytinae tienen habitos ambrosiales, es decir, se alimentan y
dependen exclusivamente de sus hongos simbiontes que son transportados en

micangios (bolsas especializadas), los cuales estan ubicados en diferentes
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partes del cuerpo del insecto. Dependiendo de la especie de escarabajo, los
micangios pueden estar presentes en ambos sexos o solo en uno de ellos (Angel

Restrepo, y otros, 2019).

Como el claro ejemplo est4d el caso de los complejos ambrosiales
Xyleborus glabratus-Raffaelea lauricola, y Euwallacea sp.-Fusarium
euwallaceae, los cuales estdn compuestos por un insecto vector y un hongo
fitopatdgeno (de aqui en adelante referidos como plagas invasoras), que en su
lugar de origen no son plagas de importancia fitosanitaria. Sin embargo, en otros
lugares han afectado de manera significante, econémica y forestalmente siendo
referidos como plagas invasoras integrantes de la familia Salicaceae y muchas
otras con una amplia distribucién (FORDECYT, 2017).

Algunos miembros de las subfamilias Scolytinidae y Platyponidae son
plagas forestales de gran importancia en México. Publicaciones recientes han
identificado 867 especies de Scolytinae y 40 especies de Platyponidae, pero solo
el 5 % son de importancia econdmica. Estos insectos han sido reportados en 265
especies de hospederos de los cuales 199 tienen un valor econémico (arboles
frutales y forestales).

Los escarabajos ambrosiales y sus hongos simbiontes comienzan a
considerarse como amenazas actuales para ecosistemas naturales, cultivos
agricolas y la industria maderera, generando un impacto ecolégico y econémico.
Garcia Avila, y otros, (2016) reportaron por primera vez a Euwallacea nr.
fornicatus y su hongo simbionte Fusarium sp. en Baja California, México.
Posteriormente, (Castrejon Antonio, y otros, 2017) reportaron tres especies de
Xyleborus (X. affinis, X. volvulus y X. spinulosus) asociadas a aguacate en el
estado de Colima (en ese estudio no se especifican las condiciones de los

arboles).

En 2014 varias especies de escarabajos ambrosiales fueron asociadas a
arboles de aguacate con sintomas de marchitez y muerte en diferentes

municipios del estado de Michoacan. Recientemente, se identificaron diferentes
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especies de escarabajos ambrosiales, diez escolitinos. asociados a arboles de

aguacate en Michoacan (Angel Restrepo, y otros, 2019).

En el sector forestal, las afectaciones estan relacionadas con la muerte de
miles de arboles presentes en los bosques, valles riberefios y zonas conurbadas
en el sureste y suroeste de los Estados Unidos. Cabe resaltar que ademas de la
mayoria de las especies de la familia Salicaceae, muchas otras especies de
amplia distribucion (aproximadamente 200 especies arbdreas) son también
afectadas (FORDECYT, 2017).

Entre los Xyleborus, los machos no vuelan, carecen de micangios y nunca
se alejan mucho del arbol anfitrién de la galeria natal. En contraste las hembras
adultas son diploide y simbiontes de hongos vectores en sus micangios
proveniente de la galeria después de que se aparean con un macho. Ademas,
en contraste con los escarabajos de la corteza que se reproducen en el floema,
los escarabajos ambrosiales construyen galerias en el xilema. La propagacion
de su simbionte fungico puede obstruir el transporte de agua y minerales, lo que
resulta en muerte, marchitamiento y mortalidad del arbol anfitrion (Freeman, y
otros, 2013).

Los escolitidos son relativamente bien conocidos en México, Veracruz,
Oaxaca, Puebla, Morelos entre otros, pero sobre todo en algunas regiones o
entidades como el estado de Jalisco. La falta de inventarios faunisticos de las
especies mexicanas de escarabajos descortezadores y ambrosiales, adquiere
relevancia debido a la importancia y el impacto ecol6gico y econdmico que tienen
algunos géneros; ante estas evidencias resulta importante el ir plasmando toda
la informacién con el propésito de realizar estudios mas detallados abordando
aspectos biologicos y ecoldgicos, sobre estos insectos, para asi poder establecer
(en su caso) estrategias de manejo y control, en particular sobre aquellas

especies de importancia econémica (Burgos Solorio & Equihua Martinez, 2007).
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1211 Euwallacea

El origen exacto del Escarabajo Barrenador Polifago (EBP) es
desconocido, pero el analisis genético indica que puede proceder de la zona
comprendida entre el norte de Tailandia y el sur de Japon. Actualmente, el EBP
sélo se ha registrado en el sur de Californiay sur de Florida (EUA), Israel, Tijuana
(México), asi como en Pietermaritzburg y Johannesburgo en Sudafrica. Se cree
que Taiwan es el presunto origen de la infestacion en el Condado de San Diego
(SENASICA, 2019).

Clasificacion taxondmica (SENASICA, 2019)
Reino: Animal
Phylum: Arthropoda
Sub-phylum: Hexapoda
Clase: Insecta
Orden: Coleoptera
Familia: Curculionidae
Subfamilia: Scolytinae

Género: Euwallacea

Con las acciones del programa “Mantenimiento de la infraestructura del
Laboratorio Nacional PlanTECC” se tiene el proposito de contener la dispersion
del complejo del escarabajo barrenador polifago, para proteger arboles de
paisajes urbanos y areas naturales de Baja California, evitar la dispersion y
establecimiento de la plaga en otros estados del pais, asimismo, proteger la
superficie establecida con aguacate, produccion y mercado nacional e
internacional al ser un hospedante susceptible y reproductivo para la plaga,
ademas de otras especies susceptibles (no reproductivos) de importancia
agricola como limén, granado, cacao, naranja dulce, olivo, durazno, nispero,

nuez pecanera o encarcelada y vid (Castillo Ceron, 2018).

Varias otras especies de Euwallacea con habitos similares a los de E.
fornicatus han sido importadas a zonas tropicales y subtropicales de todo el

mundo. Es interesante que E. fornicatus no esté registrada entre las muchas
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especies interceptadas en la madera importada a Japdén. Esto se debe
probablemente a que ataca principalmente a tallos de menor diametro. Sin
embargo, el riesgo de introduccién fuera de su actual area de distribucion
geografica debe considerarse alto. Al haber sido introducida accidentalmente
muy recientemente tanto en el lado oriental (Florida) como en el occidental
(California) de los Estados Unidos, parece probable que se extienda aun mas a
través de los estados meridionales. Existe un claro peligro de que se produzcan
dafios en las plantaciones en Africa y América del Sur si la especie se establece
en esas regiones. Uno de los hongos con los que puede asociarse, el F.
euwallaceae, es un importante patdégeno de las plantas con una amplia gama de
huéspedes. Algunos estudios observan que algunos escarabajos ambrosiales
qgue normalmente son secundarios, y no atacan arboles sanos, han comenzado

a hacerlo, y analizan las posibles razones de ello (CABI, 2019).

En lIsrael, los ataques del escarabajo en aguacate han sido en los
principales cultivares: 'Haas', 'Pinkerton' y 'Ettinger’, pareciendo ser 'Haas' el mas
susceptible, ademas los patégenos simbibticos han sido aislados en cultivares
de aguacate en varias areas de produccion (SENASICA, 2019).

Los escarabajos: adultos y larvas se alimentan del micelio del hongo el
cual es inoculado en el xilema que se desarrolla en la pared de las galerias o

tuneles (Programa de Vigilancia Epidemiologica Fitosanitaria, 2019).

De acuerdo con sus habitos alimenticios, los escolitinos pueden ser

xilomicetofagos, fle6fagos, espermatdfagos y miel6fagos.

Los xilomicetéfagos también son conocidos como colebpteros
ambrosiales, debido a que llevan consigo hongos que se cultivan en el interior

de las galerias y les sirven de alimento a ellos mismos.

Los fled6fagos son insectos que consumen madera del floema en donde

crean galerias.

Los espermatodfagos son aquellos que consumen semillas.
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Los mieléfagos estos se alimentan de varias partes de los arboles,

realizan galerias y perforaciones, cerca del tallo (Pérez Silva , y otros, 2015).

12111 Euwallacea fornicatus

En Reino: Animal
Phylum: Arthropoda
Sub-phylum: Hexapoda
Clase: Insecta
Orden: Coleoptera
Familia: Curculionidae
Subfamilia: Scolytinae
Género: Euwallacea

Especie: fornicatus.

Expertos suponen que la introduccion del Escarabajo barrenador polifago
(EBP), Euwallacea sp., fue a través de productos y/o material procedente del
sudeste de Asia, debido a que ha sido detectado en Taiwan, Vietnam y China.
Este insecto forma interacciones simbidticas con multiples especies de hongos,
hasta el momento se sabe que es vector de tres hongos: Fusarium euwallaceae,
Graphium sp., y Acremonium sp., en aguacate y otras plantas hospedantes en
California, EUA e Israel (SENASICA, 2019).

Recientemente se detectd otra invasion por un escarabajo barrenador
cercano a Euwallacea sp., el cual ya ha sido encontrado en Tijuana. La marchitez
por Fusarium ha causado dafios ecoldgicos y econdmicos severos en California,
y su dispersion en México, si no se llevan a cabo medidas de control, podria
afectar las zonas forestales y la salud de una amplia variedad de arboles

silvestres (Reverchon & Eskalen , 2015).

El EBP es morfologicamente indistinguible del Tea Shot Hole Borer
(Euwallacea fornicatus), el cual originalmente fue identificado como esta especie
en Israel y California. Sin embargo, las diferencias tanto de ADN nuclear como

mitocondrial entre muestras de EBP colectados en Israel, California y Florida, asi
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como muestras de E. fornicatus de las plantaciones de té de Sri Lanka y otros
paises del sudeste asiatico indican que EBP es una especie distinta
genéticamente, por lo que actualmente se refiere generalmente como
Euwallacea sp. Sin embargo, algunos autores lo han clasificado como
Euwallacea nr. fornicatus #1 - #5. La especie detectada en los Angeles fue
clasificada como Euwallacea nr. fornicatus #1, la de Florida como Euwallacea nr.
fornicatus #2 y la establecida en Sri Lanka como Euwallacea nr. fornicatus #4 y
la de San Diego y México como Euwallacea nr. fornicatus #5, la cual es referida
como kuroshio shot hole borer (KSHB) (SENASICA, 2019).

1.21.1.2 Descripcion morfolégica

Euwallacea fornicatus (Coledpteros: Curculionidae: Scolytinae) es un
escarabajo de ambrosial que ha causado durante mucho tiempo un dafio
econdmico sustancial. Desde el a principios del siglo XX en adelante, ha sido
reconocido como una importante plaga en diversas plantaciones. El area de
distribucion histérica (y probablemente natural) de la especie morfologica E.
fornicatus se extiende desde Sri Lanka, a través de Asia sudoriental, hasta
Vietnam, China, Taiwan y las islas de Okinawa, Indonesia, Filipinas y Papua
Nueva Guinea. El insecto también es invasor y se ha notificado su presencia en
Madagascar, Costa Rica, Guatemala, Panama, Hawaii, Florida, California e
Israel. En la presunta zona de distribucion nativa del escarabajo, E. fornicatus
causa dafios econémicos en las plantaciones de diversas especies de plantas
leflosas exoticas (Southamer, y otros, 2017).

Los huevos de E. fornictus son blancos, parcialmente transltcidos, de
aproximadamente 0,3 mm de largo, eclosionan en cuatro a seis dias. Los huevos
fertilizados, diploides (aquellos con informacién genética tanto materna como
paterna) eclosionan en hembras, mientras que los huevos no fertilizados,
haploides (aquellos con sélo informacién genética materna) eclosionan en

machos. Por lo general, sélo hay un unico huevo masculino por familia.
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Las larvas son las tipicas larvas del gorgojo: blancas, en forma de C, sin
patas, con una capsula de cabeza naranja. Las larvas del barrenador del té
tienen tres estadios, como casi todos los gorgojos. Las larvas se alimentan
completamente del hongo simbibtico ambrosial. El estadio larvario se completa
en 16-18 dias y las larvas de tercer estadio alcanzan unos 3,0 mm de longitud.

Las pupas son blancas, del mismo tamafio que los escarabajos adultos.
La pupa haploide del macho es claramente mas pequefa que la de la hembra.
La etapa de pupa tiene lugar dentro de la misma galeria comunal que el

desarrollo larvario. Los adultos emergen en siete a nueve dias.

Los machos son notablemente mas pequefios, 1,5 mm, 2,0 veces mas
largos que anchos. Sus élitros estan fusionados, los ojos son diminutos, y las

alas estan atrofiadas y no funcionan.

Las hembras adultas miden 1,9-2,5 mm de largo, 2,3 veces mas de ancho.
Son negros o casi negros, pero los adultos recientemente eclosionados pueden
ser marrones. El protorax es tan largo como ancho, redondeado en el frente, con
lados paralelos. El borde frontal del protérax tiene una fila de proyecciones
similares a una sierra; la superficie de la pendiente frontal del protérax tiene
proyecciones similares, pero aqui estan dispersas. Los élitros son 1,3 veces mas
largos que el ancho, 1,3 veces mas largos que el protérax. No hay rasgos
superficiales visibles en los élitros, con excepcion de las hileras de pinchazos
(estrias). Los pelos de los élitros estan erectos y organizados en hileras (Li,
Lucky, & Hulcr, 2018).
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Cuadro 1.1.- Mediciones y desarrollo de Euwallaceae fornicatus

Hembra Macho
Ciclo de vida completo 43.49 + 0.52 dias 41.43 £ 0.51 dias
Huevos 7.86 + 0.63 dias
Instar | 5.37 + 0.49 dias
Estadios larvarios. Instar Il 6.77 + 0.42 dias
Instar llI 5.81 £ 0.39 dias
Pupa 9.78 + 0.79 dias
Adulto 7.90 £ 0.45 dias 5.84 £ 0.36 dias

(Kumar, Rajkhowa, Sankar, & Rajan, 2011)

1.21.1.3 Hospedantes

El EBP puede reproducir y hacer crecer el Fusarium en al menos 39
especies conocidas, llamadas hospedadores reproductores. La susceptibilidad
relativa entre las especies hospederas es dinamica y variada. Algunos de los
hospedadores reproductores mas susceptibles parecen ser el arce negundo,
aguacate, palo verde, y diversas especies de sicomoro y sauce (Dimson,
Kabashima, & Eskalen, 2015).

Euwallacea sp. a través de su simbionte fungico plantea una amenaza
importante para la produccion de aguacate (Persea americana miller) en Israel y
California. Ademas del aguacate, el escarabajo puede completar su ciclo de vida
en al menos otros 20 arboles vivos, incluyendo el satco (Acer negundo L.), el
ricino (Ricinis communis L.), varios robles (Quercus spp.) y el sicomoro de
California (Platanus racemosa Nutt.). Las encuestas realizadas en 2012 en los
condados de Los Angeles, Orange y San Bernardino, por ejemplo, revel6 que el
escarabajo habia atacado mas de 200 especies diferentes de arboles sanos, lo
qgue resultd en graves dafios a mas de la mitad de ellos. Los escarabajos
ambrosiales suelen atacar a los muertos o huéspedes moribundos; por lo tanto,

la colonizacion atipica de diversos huéspedes sanos de Euwallacea sp. y varios
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otros escarabajos invasores de ambrosiales se atribuye a un desajuste olfativo
con los anfitriones extranjeros que encuentra fuera de su habitat nativo

(Freeman, y otros, 2013).
1.2.1.1.4  Signos

Naturaleza y signos del dafo: los adultos y las larvas se alimentan dentro
de las galerias de brechas de alguna planta. El dafio por los escarabajos
conduce al debilitamiento de las ramas y a la rotura y proporciona puntos de
entrada para el invasor secundario. Se observaron los detalles de las galerias
por rama, el nimero de larvas y el numero de agujeros por rama. En la
observacion de campo se encontré un numero maximo de 19 agujeros, 10 larvas
y 9 galerias por rama de algun cultivo de plantacion (Kumar, Rajkhowa, Sankar,
& Rajan, 2011).

Euwallacea fornicatus perfora y hace taneles en los tallos del huésped
causando que se rompan. El resultado es que los arbustos de té se debilitan; la
recuperacion es pobre. Las ramas mueren después de la poda y esto conduce a

la quemadura del sol.

Los repetidos ataques de E. fornicatus en los sucesivos ciclos de poda
causan un debilitamiento cronico severo de los arbustos de té. El ataque inicial
empobrece el marco del arbusto y el mantenimiento del follaje. Esto causa un
drenaje de las reservas del arbusto. El resultado es una mala cobertura del suelo,
gue permite un calentamiento excesivo del mismo. Los efectos a largo plazo de
la infestacion por E. fornicatus incluyen la mala recuperacién y la muerte de las
ramas después de la poda, y el quemado por el sol de las superficies superiores
de las ramas después de la poda. La madera muerta y moribunda sucumbe a la
putrefaccion de la madera causada por hongos secundarios. Las termitas
carrofieras limpian la madera muerta, pero tienden a agravar la putrefaccion de
la madera (CABI, 2019).
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1.2.1.15 Diseminacion

Los escarabajos hembra son negros, de 2.0 a 2.5 mm de largo con un
cuerpo fuertemente esclerotizado, alas y piezas bucales bien desarrolladas. En
los machos, los 0jos, alas y piezas bucales estan atrofiados y por lo tanto son
incapaces de volar o perforar en la madera dura. Ambas funciones son llevadas
a cabo por las hembras. Los escarabajos adultos recién surgidos, de color blanco
cremoso/amarillo, se convierten en marron claro y luego en el caracteristico color
negro en seis a doce dias. Los escarabajos escolidos pertenecientes a la tribu
Xyleborini tienen una relacion simbidtica con el hongo ambrosial. Las esporas
del hongo son transportadas por los escarabajos en Organos especiales
llamados micangios situados en la cavidad bucal de la cabeza. Las esporas del
hongo ambrosia que llevan los escarabajos hembra se adhieren a las paredes
de las galerias del tallo. Al germinar las esporas, los gusanos y los adultos se
alimentan del hongo. Unos dias después de emerger de la galeria parental,
establece su propia galeria de 1,5 mm de didmetro en las ramas del arbusto de
té. Hay dos tipos de galerias, a saber, la circular y la longitudinal y, mas a
menudo, ambos tipos de galerias se observan en el mismo tallo o rama que se
denomina galeria mixta. Casi todas las hembras son fecundadas por los machos
menos numerosos Yy el apareamiento tiene lugar dentro de la galeria parental.
Las hembras no apareadas también ponen huevos y estos huevos no fertilizados
se convierten en machos (James, 2007).

1.21.16 Epidemiologia

Euwallacea sp. es una plaga que puede causar pérdidas econdmicas en
hospedantes de importancia agricola, forestal y ornamental. En México, el cultivo
de aguacate podria ser el hospedante principal, por su importancia econémica.
Por lo anterior y considerando las directrices emanadas de la NIMF No. 6,
Vigilancia, a partir del 2013 se implementaron actividades de vigilancia para la
deteccién oportuna del complejo escarabajo barrenador polifago, a través de las
acciones de exploracion, rutas de vigilancia y trampeo en sitios de riesgo. En

este sentido del 2013 al 2017, se exploraron 76, 207.96 ha., con cultivos
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hospedantes para esta plaga, ademas se instalaron 5, 236 trampas en zonas de
cultivos comerciales y zonas con riesgo de introduccion, asi como 218 rutas de
vigilancia. Adicionalmente y como una accion complementaria, en el 2017 se

observaron 6,189 sitios de exploracion puntual.

En el presente afo, las acciones para la vigilancia de Euwallacea sp.
incluye las estrategias de area de exploracion, exploracion puntual, rutas de
vigilancia y rutas de trampeo, implementadas en los estados de Baja California,
Colima, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Nayarit, Sinaloa, Sonora, en
huertos comerciales de aguacate y zonas identificadas como de mayor riesgo,
asi como la revision periddica de plantas centinela en puntos de ingreso del

territorio nacional (Arakelian, Eskalen, Eskalen, Kabashima, & Dimson, 2019).
1.2.2 Fusarium

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente
distribuidos en el suelo y plantas. Debido a su capacidad de crecer a 37°C, son
considerados oportunistas. Pueden causar infecciones sistémicas en pacientes
inmunocomprometidos, con una alta mortalidad. Algunas de sus especies
producen toxinas que afectan al hombre y animales. De las mas de 100 especies
de Fusarium descritas, sélo 12 de ellas pueden considerarse patdgenas para el
humano, entre ellas destacan F. solani, F. oxysporum y F. verticilloides, en orden

decreciente de frecuencia (Tapia & Amaro, 2014).

Fusarium es un patégeno facultativo con alta capacidad de sobrevivir en
materia organica y que a la vez tiene la capacidad de atacar la planta cuando
ésta sufre algun tipo de desbalance. Los principales mecanismos de dispersion
del patégeno son los movimientos de suelo infectado, el agua de escorrentia y
el uso de almacigo infectado. Este hongo tiene la capacidad de sobrevivir por
largos periodos en el suelo, debido a sus estructuras de resistencia denominadas
clamidosporas, lo que vuelve inefectiva la rotacién de cultivos a corto plazo

(Retana, Ramirez Coche, Castro , & Blanco Meneses, 2017).

30



Al microscopio, la fiadlides es generalmente fina, con forma de botella;
simple o ramificada; cortas o largas; monofialidica (Qque emergen esporas de un
poro de la fidlide) o polifialidica (de varios poros). Los macroconidios presentan
forma de medialuna, hialinos y septados. Para su correcta clasificacion es
importante el largo, ancho, curvatura, septos, agrupaciones mucoides
(esporodoquios) y detalles de las células de los extremos (célula apical y pie).
Los microconidios, ausentes en algunas especies, poseen variadas formas
(fusiformes, ovales, clavadas, entre otras), agrupaciones (estructuras mucoides
llamadas “falsas cabezas”), en cadenas largas o cortas; todas observables a la
lupa (40x). Otro tipo de conidios son los mesoconidios, que son similares, pero
de menor tamafio que los macroconidios y nunca forman estructuras mucoides.
Por ultimo, pueden observarse las clamidosporas caracteristicas con doble
pared gruesa, lisa o0 rugosa; de manera aislada, en pareja 0 en grupo. Existen
distintos medios que permiten su crecimiento; entre ellos, agar papa dextrosa
(PDA) (Tapia & Amaro, 2014).

El género Fusarium comprende 70 especies descritas, que a su vez estan
agrupadas en 12 secciones. Cada seccion es un conjunto de especies
relacionadas entre si. Mas de la mitad de las especies son parasitas de plantas
y entre ellas se encuentran algunos de los mas serios patdogenos del mundo

agricola.

Dentro del género Fusarium existen especies que presentan formas con
reproduccion sexual conocida, como F. solani, y otras, como F. oxysporum, en
las que no se conoce fase sexual. Este hecho dificulta la clasificacidon, ya que,
tradicionalmente las formas sexuales de una especie se han incluido en un grupo
diferente y con un nombre distinto de las que presentan las formas sin

reproduccion sexual (Kikot, 2012).
1.22.1 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum es un organismo muy amplio a nivel de especie, se
han clasificado mas de 120 diferentes formas especiales (formae specialis). Este

término esta basado en la infeccion que produce el patdogeno en un hospedante
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especifico. Las formas especiales a su vez se subdividen en razas, las cuales
han sido descritas al basarse en la habilidad del patégeno de infectar diferentes
haplotipos o variedades en una especie hospedante (Retana, Ramirez Coche,

Castro , & Blanco Meneses, 2017).

El Fusarium oxysporum ocasiona marchitez y se presenta en distintos
cultivos como cucurbitaceas, tomate, pimientos y chiles picantes. Existen tres
tipos de razas, sin embargo, los sintomas son los mismos en todas las variantes
y, cuando se habla de razas, es para especificar la resistencia genética que
posee la semilla.

El amarilleamiento de las hojas es uno de los primeros sintomas. Las
hojas bajeras comienzan a perder turgencia y a “colgarse”. Ademas, esta
enfermedad afecta el sistema vascular, y al cortar el tallo longitudinalmente
podemos observar manchas de color marron oscuro o café. Antes de que la
planta madure, varias hojas se amarillean y marchitan, afectando el desarrollo

de los frutos y el crecimiento de la planta en general (Seminis, 2017).
1.2.2.2 Fusarium solani

El género Fusarium comprende un grupo amplio y heterogéneo de hongos
importantes para la industria alimentaria y farmacéutica, la medicina y la
agricultura. Fusarium solani es un hongo fitopatdégeno y es un importante agente
causante de varias enfermedades de los cultivos, como la podredumbre de las
raices y los frutos de Cucurbita spp., la podredumbre de las raices y los tallos de
los guisantes, el sindrome de muerte subita de la soja, la podredumbre de los

pies de los guisantes y la podredumbre seca de las patatas.

La especie morfologica Fusarium solani fue descrita por primera vez por
C.F.P. Von Martius en 1842 como Fusisporium solani de tubérculos de papa
podridos, Solanum tuberosum. La especie fue transferida al género Fusarium
por el micélogo italiano Piers A. Saccardo en 1881. F. solani fue enmendado por
Snyder y Hansen en 1941 para que comprendiera un grupo complejo de

especies que estan ampliamente distribuidas en los suelos y causan la
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putrefaccion de los tubérculos, raices y tallos de las plantas en todo el mundo.

Existen al menos 50 linajes de subespecies (Luginhuhl, 2010).
1.2.2.3 Fusarium euwallaceae

El escarabajo barrenador polifago Euwallacea sp. es un escarabajo invasivo
que transmite, entre otros, el hongo fitopatdgeno Fusarium euwallaceae, el cual
es responsable de la enfermedad conocida como marchitez por Fusarium. Esta
enfermedad bloquea el flujo de agua y nutrimentos en el aguacate y en otras 138
especies de arboles, lo que puede ocasionar la muerte de la planta (Reverchon
& Eskalen , 2015).

Clasificacion taxonomica (DGSV-CNRF, 2014)
Reino: Fungi
Clase: Ascomycota
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Fusarium

Especie: euwallaceae

Se ha identificado que Euwallacea sp. es vector de Fusarium euwallacea,
esta asociacion provoca la enfermedad conocida como marchitez regresiva de
Fusarium. ElI complejo del escarabajo barrenador polifago se ha observado
atacando a méas de 300 especies de arboles, de las cuales 110 son susceptibles
a la muerte regresiva por Fusarium, que puede ocasionar entre otros dafios la

muerte de los arboles (Castillo Cerdn, 2018).
1.2.24 Enfermedad por Fusarium euwallaceae.

Los arboles con infestaciones recientes exhiben pocos sintomas externos.
Aungue no hay una lesién visible de la colonizacion, si se examina la madera en
el lugar de infestacion del escarabajo se observa una coloracién marrén y

necrosis del xilema causada por el hongo (DGSV-CNRF, 2014).
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Respecto al dafio causado por el hongo, dado que este afecta al tejido
vascular del arbol, se altera el flujo del agua y de nutrientes causando finalmente
la muerte descendente de ramas. Observaciones preliminares sugieren que el
hongo se dispersa del punto de infestacion a una distancia de al menos 150 cm
por medio de las traqueidas. Otros sintomas que se han observado en arboles
de aguacate infestados son: marchitamiento de ramas y decoloracion de hojas,
las ramas con alta produccién se rompen frecuentemente en la seccion donde
las galerias de los escarabajos estan establecidas y muerte de arboles jévenes
y adultos (CONABIO, 2016).

1.2.2.5 Micotoxinas de diferentes especies de Fusarium

La presencia generalizada de hongos y micotoxinas en especial las de
Fusarium spp. son muy comunes en todo el mundo, estan latentes en las plantas
infectadas antes de la cosecha o en los granos de las tiendas, lo cual es de gran
preocupacion para la salud humana y animal. Las micotoxinas de Fusarium mas
frecuentes son el deoxinivalenol (DON), el 3-acetil deoxinivalenol (3-ADON), el
15-acetil deoxinivalenol (15-ADON), el nivalenol (NIV) y el fusarenon X (Fus-X);
Toxina T-2, toxina HT-2, neosolaniol (NEO) y diacetoxiscirpenol (DAS);

zearalenona (ZEN), fumonisina B1 (FB1), fumonisina B2 (FB2) y acido fusarico.

(Shi, y otros, 2016) evaluaron las micotoxinas de 20 de las especies de Fusarium
mas comunes y las clasificaron en los tres grupos siguientes basandose en su
caracterizacion molecular. EI grupo | comprendia los productores de &cido
fusarico y se dividié a su vez en dos subgrupos. El subgrupo | comprendia F.
fujikuroi, F. solani, F. verticillioides y F. proliferatum que producen &cido fusarico
y fumonisinas; el subgrupo Il comprendia F. musae, F. equiseti, F. temperatum,
F. subglutinans, F. tricinctum, F. oxysporum, F. concentricum, F. sacchari y F.
andiyazi que soOlo producen acido fuséarico. Segun la clasificacion de las
micotoxinas de Fusarium, los productores de tricoteceno de tipo A, que
comprenden F. polyphialidicum, F. sporotrichioides y F. langsethiae, formaban el
Grupo Il, y los productores de tricoteceno de tipo B, que comprenden F.

meridionale, F. culmorum, F. graminearum y F. poae, formaban el Grupo Il
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1.2.2.6 Resistencia de Fusarium

(vVan Diepeningen & de Hoog, 2016) mencionan que la resistencia del
Fusarium a los medicamentos antimicéticos ha sido definida por muchos
investigadores. Se sabe que muchos miembros del FSSC (Food Safety System

Certification) causan onicomicosis fusaria.

Fusarium solani mostré mas resistencia a los agentes antimicéticos que
otros. El efecto de los antifungicos azoles utilizados clinicamente depende de
una enzima en particular, lanosterol-14a-desmetilasa. Si bien los anillos de
imidazol o triazol son importantes para conferir el efecto terapéutico en los
animales, el epoxiconazol, el propiconazol, el difenoconazol, el bromuconazol y
el tebuconazol se utilizan para las plantas. Las especies de Fusarium son

resistentes a los azolicos (Askun, 2018).

(Tupaki Sreepurna, Al Hatmi, Kindo, Sundaram, & de Hoog, 2016)
informaron que los miembros del FSSC, principalmente F. falciforme y F.
keratoplasticum, mostraban una resistencia mduiltiple a las drogas contra la
caspofungina y los azoles. Sélo unos pocos agentes antimicéticos (voriconazol,
posaconazol y anfotericina B) mostraron actividad in vitro contra F. falciforme y

F. keratoplasticum.
1.2.3 Importancia de los sauces

Los usos del sauce van desde el punto de vista ecologico, medicinal,
artesanal y otros servicios. A nivel ecoldgico los efectos restauradores permiten
la conservacion del suelo y el control de la erosion. Se ha utilizado en areas
sujetas a degradacion por erosion edlica o hidrica. Las especies del género Salix
modifican el sustrato y ayudan al establecimiento de otras especies arboreas.
Este enriquecimiento forestal natural permite ser nicho ecologico de aves,

roedores e insectos (Alvarez Sierra, 2015).

Las enfermedades mas importantes en diversas especies de Salix sp. son

causadas por hongos que dafian raiz, corteza, brotes y hojas, ademas de
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bacterias que dafian ramas. La importancia del dafio ocasionado por dichas
enfermedades varia de acuerdo con la finalidad de la plantacion. En plantaciones
para usos ornamentales los problemas mas severos derivan de microorganismos
que causan manchas foliares, marchitamientos y defoliacion prematura.
También se presentan patdégenos causantes de enfermedades que conducen a
pudricion en la raiz, dafian los tallos y pueden provocar caida repentina de los
arboles o rompimiento de ramas (Gonzéalez Diaz, Garcia Velasco, Camacho
Ceron, & Nieto Angel, 2011).

Clasificacion taxondémica Salix bonplandiana (Kunth, 1817)

Phyllum: Plantae
Subphyllum: Spermatophyta
Clase: Magnoliophytina
Subclase: Magnoliopsida
Orden: Dilenidas
Familia: Salicales
Subfamilia: Salicaceas
Geénero: Salix

Especie: bonplandiana

Los sauces, estos miembros de la familia Salicaceae dan madera, fibra,
biocombustible y otros productos forestales y desempefian un papel positivo en
la rehabilitacién de tierras degradadas, la restauracién de paisajes forestales, la
mitigacion del cambio climatico y el sustento de las poblaciones en las regiones
templadas y boreales del mundo. Chile, Argentina y otros paises de América
Latina en 2004 orientaron a promover la contribucion de sauces al desarrollo
forestal y rural sostenible, en particular en los paises en desarrollo y los de
economias en transicion. Donde se menciond lo poco que se conocia de la
extension real de los ecosistemas de sauces en la Federacion de Rusia, que
tiene una de las mayores superficies del mundo de bosques naturales de
Salicaceae. En Suecia presentan nuevos usos para los sauces, dentro de estos

esta la produccion de energia y fitorremediacion, es decir la limpieza de suelos
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contaminados, como también la restauracion de parajes degradados utilizando
en gran escala agua residuales para regar y fertilizar los bosques de sauces. Los
bosques de sauces absorben los contaminantes y el exceso de nutrientes del
suelo (FAO, 2005).

Desde el punto de vista medicinal los sauces tienen valiosas propiedades
medicinales. La corteza y hojas de estos arboles han sido empleadas desde hace
siglos por pueblos en varias partes del mundo para aliviar la fiebre y dolencias
tales como el reumatismo. En el siglo XIX se aislé por primera vez el extracto
activo medicinal de la corteza de sauce, la salicina (nombre que deriva de salix,
el nombre en latin de los sauces). De esta sustancia se deriva el acido salicilico,
muy importante en la industria quimica y en la medicina, pues a partir de él fue
creada una variante, el &cido acetilsalicilico, que no es otra cosa que la

mundialmente conocida aspirina (Alvarez Sierra, 2015)
1.23.1 Problemas fitopatégenos de los sauces

Las enfermedades mas importantes en diversas especies de Salix sp. son
causadas por hongos que dafan raiz, corteza, brotes y hojas, ademas de
bacterias que dafian ramas. La importancia del dafio ocasionado por dichas
enfermedades varia de acuerdo con la finalidad de la plantacion. En plantaciones
para usos ornamentales los problemas mas severos derivan de microorganismos
que causan manchas foliares, marchitamientos y defoliacion prematura.
También se presentan patégenos causantes de enfermedades que conducen a
pudricién en la raiz, dafian los tallos y pueden provocar caida repentina de los
arboles o rompimiento de ramas (Gonzéalez Diaz, Garcia Velasco, Camacho
Ceron, & Nieto Angel, 2011).

Melampsora epitea Thimes, micromiceto comun en Salix babylonica L.
(90 %) perteneciente al grupo de las royas; su principal sintoma son las pustulas
(Uredinios) de color amarillo-naranja sobre la superficie de las hojas de sauce,
de preferencia en el envés, en donde ocasiona el rompimiento de su epidermis
y el aumento del volumen de la hoja y en ciertos casos la formacion de agallas;

al impedir que se realice efectivamente la fotosintesis y el paso de nutrientes,
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provoca defoliacion prematura. Las esporas (uredosporas) son de color amarillo
brillante o naranja cuando fresco y pared con espinas o puas (Reséndiz Martinez,

Guzman Diaz, Muiioz Viveros, Nieto de Pacual Pola, & Olvero Coronel, 2015).
1.2.4 Mecanismos de defensa

Las bases moleculares de la resistencia a los patdgenos revelan un
conjunto de receptores celulares que realizan la deteccidn directa de moléculas
patdgenas. Los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) dentro de la
membrana celular detectan patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMP) y las quinasas asociadas a paredes (WAK) detectan patrones
moleculares asociados a dafios (DAMP) que resultan del dafio celular durante la
infeccion. Los receptores con dominios de unidn a nucleétidos y repeticiones
ricos en leucina (NLR) detectan efectores que los patégenos usan para facilitar
la infeccién. Los PRR, WAK y NLR inician una de las muchas cascadas de
sefalizacion que aun no se han aclarado por completo. Las proteinas quinasas
activadas por mitdbgeno (MAPK), proteinas G, ubiquitina, calcio, hormonas,
factores de transcripcion (TF) y modificaciones epigenéticas regulan la expresion
de genes relacionados con la patogénesis (PR). Esto conduce a varias
respuestas que evitan una infeccién adicional: respuesta hipersensible (HR),
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), modificacién de la pared
celular, cierre de estomas o la produccion de diversas proteinas y compuestos
antiplagas (p. Ej., quitinasas, proteasa inhibidores, defensinas y fitoalexinas).
Como se entiende ahora por las técnicas moleculares, la resistencia a los
patdgenos en las plantas involucra varios organulos y clases de compuestos
proteicos y no proteicos, cada uno de los cuales se requiere para regular la

respuesta de defensa (Andersen, Ali, Byamukama, Yen , & Nepal, 2018).
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1.3 Planteamiento del problema

En México existen complejos ambrosiales que sirven en los ecosistemas para la
aceleracion de descomposicion de materia organica, para derrumbar arboles
viejos y que los jovenes crezcan. Sin embargo, el complejo ambrosial que existe
entre el Euwallacea sp. y Fusarium euwallaceae queda fuera de este mecanismo
de descomposicidbn de materia, ya que ataca arboles jévenes y por su
patogenicidad provoca marchitamiento en la planta, hasta llegar a su muerte. Si
este hongo llegara a hacer simbionte con los escarabajos nacionales, podria
afectar gravemente ecosistemas forestales, paisajes urbanos, zonas agricolas y
entornos diversos en nuestro pais, acelerando su distribucién y facilitando la
dispersiéon de la plaga. En el 2015 se reporté presencia del escarabajo
Euwallacea sp. En territorio mexicano, los arboles en los que se obtuvo registro
fueron sauces, sin embargo, se considera que puede atacar mas de 300
especies, de las cuales la mayoria son especies arbéreas, como pinos, sauces,
encino, alamo, arboles que conforman el ecosistema forestal y ornamental
mexicano, y no solo eso, sino también de importancia agricola como aguacates
y otros de la familia Lauraceae, citricos, uvas, entre otros mas. Es por eso que
la SENASICA hizo publica una alerta hacia cualquier reporte son sintomas y
signos en plantas. Por lo tanto, se considera de gran importancia el disefiar y
ejecutar estrategias de base cientifica-tecnolégica enfocada en el manejo de la
plaga Euwallacea sp. — Fusarium-. euwallaceae con una vision multidisciplinaria

e interinstitucional.
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1.4 Justificacion

El complejo ambrosial que existe entre el escarabajo Euwallaceae fornicatus y el
hongo Fusarium euwallaceae es una plaga que se caracteriza por tener un
amplio rango de hospedantes, dado que son mas de 200 especies en las que se
reportan familias de cultivos agricolas, familias de arboles forestales vy
ornamentales, en los que se encuentran cultivos de importancia agricola como
los aguacates, citricos, papaya, etc. Y forestales como los sauces, pinos, entre
otros. Sin embargo, se tiene registro que en suelo mexicano se vio mas atraido

por los sauces.

Los sauces son una familia de arboles forestales de importancia nacional e
internacional, por su importancia agroforestal, su impacto directo para grupos
significativos de sectores basicos, forestal y ornamental. Esta familia se ve
afectada de manera importante por diferentes enfermedades entre la cual la
marchitez por el complejo ambrosial es una de ellas. Sin embargo, el
conocimiento basico de la enfermedad, asociada a Fusarium euwallaceae ha
sido marginalmente abordada. Aun cuando las especies patogénicas de
Fusarium se han reportado, existe este complejo ambrosial que reduce el tiempo
de introduccién del patdgeno a la planta ya que por medio de las galerias que
forma, el hongo no usa mecanismos de ataque a la raiz como regularmente

sucede, acelerando su colonizacion y patogenicidad en la planta.

Dado que ambas plagas invasoras se han dispersado en los Estados Unidos, y
geograficamente estan muy cercanas del territorio nacional mexicano, y teniendo
en cuenta las potenciales afectaciones en caso de su introduccién, la Direccién
General de Sanidad Vegetal (DGSV) ha implementado en México el Programa
de Vigilancia Epidemiologica (PVE) con el fin de evitar la introduccion, la
dispersion y el establecimiento de ambas plagas en el pais. A pesar de los
esfuerzos realizados, el PVE ya detectd por vez primera un espécimen del
escarabajo barrenador polifago Euwallacea nr. fornicatus en una trampa
establecida para el monitoreo en el municipio de Tijuana, Baja California, a 200
m de la frontera con los Estados Unidos. El escarabajo barrenador Euwallacea
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Sp. ¥ su hongo simbionte Fusarium euwallaceae son considerados una plaga
reglamentada (cuarentenaria), restringida a la zona de Tijuana (FORDECYT,
2017).

En México la superficie agricola varia entre 20 y 25 millones de hectareas. Los
plaguicidas son sustancias o mezclas de sustancias que se destinan a controlar
plagas, incluidos los vectores de enfermedades humanas y de animales, asi
como las especies no deseadas que causan perjuicio 0 que interfieren con la
produccién agropecuaria y forestal. Se utilizan plaguicidas para el control de
plagas y enfermedades que afectan la produccién agricola. En 2006 el consumo
de plaguicidas en México fue de 95 025 toneladas. Estas sustancias representan
un riesgo para la salud humana y el ambiente debido a que pueden contaminar

suelos, agua, sedimentos y aire (Herndndez Antonio & M. Hansen, 2011).

Por lo que con el presente trabajo se busca que con la inoculacion del Fusarium
solani una cepa proveniente de un complejo ambrosial y la aplicacion de
elicitores en plantas de S. bonplandiana, se logre obtener una respuesta
defensiva de la planta ante el ataque del hongo, evitando que se propague de

manera que produzca muerte en la planta.

El uso irracional de pesticidas sintetizados, ha provocado una gran disminucion
en la biodiversidad, una contaminacion ambiental, de salud publica y resistencia
en organismos fitopatdgenos. El uso de elicitores disminuye la aplicacion de
estos pesticidas sintéticos y la reduccion de contaminacion, brindando a la planta
una menor susceptibilidad a patégenos y resistencia a estrés abiético, lo cual
podria tener beneficios para un arbol de importancia forestal y ecoldgica a nivel
nacional e internacional desarrollando una resistencia a situaciones biéticas y

abidticas.

Aunado a esto, el disefio de estrategias para el control de la enfermedad se
complica con la restriccion del trabajo con el hongo patogénico (Fusarium
euwallaceae) al Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF) y en el lugar
donde ya se encuentra presenta la plaga (Tijuana). Esto hace necesario disefnar
metodologia para la validacion de las estrategias de control que puedan
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transferirse al mismo CNRF, y a otros Centros de Investigacion en colaboracion.
Y establecer estas metodologias empleando un hongo relacionado a un

complejo ambrosial no cuarentenado (Fusarium solani).

42



1.5 Hipotesis

La inoculacion del hongo Fusarium solani proveniente de un complejo ambrosial
en Salix bonplandiana previamente tratado con elicitores, activa una respuesta

defensiva en la planta.
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1.6 Objetivos
1.6.1 Objetivo general

Evaluar la respuesta de defensa inducida por elicitores a la infeccion de Fusarium

solani en Salix.
1.6.2 Objetivos particulares

1. Establecer un protocolo de propagacion in vitro de Salix bonplandiana a

partir de semilla y microesqueje

2. Establecer un protocolo de propagacion ex vitro de Salix bonplandiana por

esquejes

3. Establecer un modelo de evaluacién en la colonizacion por medio de

inoculacién de Fusarium solani en Salix bonplandiana.

4. Evaluar el efecto de elicitores en la colonizacion de Fusarium solani en

Salix bonplandiana.
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2. CAPITULO

21 Establecimiento de un protocolo de propagacion in vitro de plantas

de Salix sp. a partir de semillas.
2.1.1 Resumen

El sauce (Salix bonplandiana) es una planta vivipara. En condiciones naturales
tarda en germinar 12 a 24 horas. El objetivo de este capitulo fue evaluar la
germinacion y desarrollo de la plantula de S. bonplandiana en 2 fases en cultivo

in vitro.

La primera fase fue la germinacién durante 30 dias en concentraciones de 0%,
50%, 100%, 150% de medio MS (Murashige & Skoog, 1962) y 0, 1.5% y 3% de
sacarosa. La germinaciéon de la semilla se registré en todos los tratamientos a
las 24 horas, y el mejor desarrollo de la plantula (longitud de explante, nUmero
de hojas y nimero de raices) se observo con los medios 150% MS con 1.5% de
sacarosa, 100% MS con 3% de sacarosa y 100% MS con 1.5% de sacarosa, al
no presentar diferencias significativas entre estos medios es conveniente usar

los medios con menor concentracion para la propagacion in vitro.

En la segunda fase en el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) se evalug el
desarrollo de las plantulas con diferentes concentraciones de carbén activado y
una fitohormona llamada cinetina (cin), durante 60 dias se tomaron datos a los
10, 20, 30 y 60 dias, los factores que se evaluaron fueron: longitud del explante
(LE), numero de hojas (NH), numero de raices (NR), nidmero de raices
adventicias (NRA), numero de nudos (NN) y numero de brotes (NB). Los
tratamientos que se emplearon fueron en total 9, con doce repeticiones cada
uno, Los tratamientos que se usaron fueron los siguientes: TE1.- MS — 0 g/L CA
— 0 mg/L cin; TE2-MS -1 g/L CA—-0mg/L cin - 2; TE3.-MS-2g/LCA-0
mg/L cin; TE4.- MS — 0 g/L CA — 0.5 mg/L cin; TE5.- MS — 1 g/L CA — 0.5 mg/L
cin; TE6.- MS — 2 g/L CA - 0.5 mg/L cin;TE7.- MS — 0 g/L CA -5 mg/L cin; TES.-
MS — 1 g/L CA - 5 mg/L cin; TE9.- MS — 2 g/L CA — 5 mg/L cin. El mejor

tratamiento para una micropropagacion, de manera econémica, rapida y de buen
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desarrollo, fue el TE2, donde no se uso cinetina, y solo se uso 1g/L de CA. Sin
embargo, no fue significativamente diferente al TE1 en la mayoria de los factores

evaluados, que es el control, donde no se usé ni CA, ni cinetina.

Palabras clave: Medio MS, Sauce, sacarosa, germinacion, Carbon activado,

cinetina.
2.1.2 Introducciéon

El género Salix consiste en alrededor de 300 especies, son arboles y arbustos
caducifolios que se encuentran en una amplia gama de habitats (riberas de rios,
dunas de arenay areas montafiosas). Diversas especies de Salix se caracterizan
por presentar adaptaciones fisiologicas particulares. Por lo tanto, la importancia
econdémica de la especie esta aumentando y emergiendo en una amplia gama
de aplicaciones practicas para restaurar ecosistemas dafiados (Ball, Carle , &
Del Lungo, 2005). Sin embargo, recientemente se ha detectado una enfermedad
vegetal emergente, referida como muerte regresiva por Fusarium o “Fusarium
dieback (FD)” por sus siglas en inglés, la cual se ha detectado en varias plantas
en California y Florida. FD es causado por los efectos combinados de un
escarabajo (Scolytinae) con un complejo ambrosial Euwallacea fornicatus y su
comparniero fungico simbiodtico Fusarium euwallaceae. Los escarabajos hembras
adultas excavan en un arbol, creando galerias de cria mas alla del cambium, que
son simultaneamente inoculado con Fusarium sp. El hongo coloniza las paredes
de la galeria y se convierte en la Unica fuente de alimento para desarrollo de
larvas y escarabajos adultos. ElI hongo invade el tejido vascular del arbol,
blogueando el agua y los nutrientes de las raices al resto del arbol,
eventualmente causando la muerte de las ramas y muerte del arbol (Eskalen, y
otros, 2013). Diferentes estudios demuestran que la muerte regresiva causada
por F. Euwallaceae y su vector E. fornicatus, afectan a numerosas familias de
arboles, asi como especies de cultivos, madera y ornamentales. La globalizacién
y los modernos medios de transporte, han eliminado las barreras naturales que
aislaban los complejos ambrosiales, facilitando la introduccion de los mismos en

nuevas areas e incrementando el riesgo latente de una nueva asociacion del
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hongo (Fusarium euwallaceae) con un escarabajo nativo que afecte diversas
especies de sauce incrementando el riesgo de infestacion (Short , y otros, 2017),
causando grandes pérdidas de plantas susceptibles al complejo ambrosial como
son los arboles de Sauce (Salix sp). Por lo anterior es imprescindible generar
estrategias que estimulen mecanismos de defensa en plantas de sauce que

permitan resistir la enfermedad (Tripathi, Raikhy, & Kumar, 2019).

El Salix bonplandiana es un arbol perennifolio, de 6 a 10 m (hasta 15 m) de altura,
con un diametro a la altura del pecho de hasta 80 cm. Planta originaria de México,
ampliamente distribuida desde el suroeste de los Estados Unidos (California,
Utah, Arizona), llegando hasta Guatemala a través de casi todo el territorio
mexicano (Kunth, 1817).

México cuenta con una superficie estimada con alrededor de 144 millones de
hectéreas forestales, equivalente al 74% del territorio nacional. Encontrandose
con esto entre los 11 paises con mayor superficie forestal, sin embargo; casi 120
millones de hectareas son severamente explotadas sin un manejo correcto, lo
gue propicia un gran deterioro, ya que existen diversas actividades que enfrentan
los bosques en México, siendo unas de los mas amenazantes la mineria, la

contaminacion, la deforestacion y la quema de areas forestales.

La mineria abarca 1.5 millones de hectareas siendo una de las industrias mas
contaminantes de las areas vegetales, contaminacion de acuiferos (rios, lagos,
pozos, mares) y generacion de deshechos contaminantes, entre otras. Los
productos agricolas sintéticos, proporcionan contaminacion al suelo
disminuyendo la biodiversidad genética. En Michoacan se contabiliza 450,000
litros de insecticida, 900,000 toneladas de fungicidas y 30,000 toneladas de
fertilizantes en un afo, lo que causa contaminacion de mantos friaticos y

manantiales de agua.

Solamente del 2001 al 2017 México perdio alrededor de 3.2 millones de
hectareas de bosques, o lo que también se considera un 6% del territorio forestal
nacional, lo que significa es una desaparicion de flora y fauna autéctona en los

bosques nacionales.
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El ahuejote (Salix bonplandiana) son arboles tipicos del paisaje lacustre del
sureste de la Ciudad de México. Se distribuye en casi todos los estados del pais,
en Baja California Sur, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, Distrito Federal,
Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Morelos,
Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tlaxcala,

Veracruz y Zacatecas.

En la sierra de Quila Jalisco, en los bosques de galeria estos sauces son
primordiales para mantener la calidad del agua, amortiguar los procesos de
sedimentacion de los lechos de los rios, proporcionan proteccion contra la

erosion de los suelos, y proveen de habitat a la fauna silvestre.

El Salix bonplandiana se considera una de las especies forestales que se pueden
utilizar para la reforestacion, la cual se ha descrito como una planta con potencial
para la restauracion de zonas degradadas por erosion edlica o hidrica. En
algunos estados del pais (Ciudad de México y Durango) se ha utilizado con éxito
para estos fines. También, se utiliza comunmente en zonas de cultivo agricolas
como arbol para formar una barrera natural contra el viento. Otra caracteristica
de remarcar es su capacidad de tener una tolerancia a sales en el suelo (haldfita

facultativa) y puede habitar en sitios con baja disponibilidad de nutrientes.

La utilizaciéon de las herramientas biotecnoldgicas como la micropropagacion y
sus ventajas como el brindarle condiciones éptimas para la propagacion de
plantas de sauce (Salix bonplandiana) permite aumentar la produccion de
plantas de interés, libres de patégenos, reduciendo el tiempo de propagacion y

pueda reproducirse con fines de uso ambiental.

La propagacion convencional de plantas de Salix se puede dificultar debido a
que las semillas presentan un periodo de viabilidad corto y la produccion de
estacas puede verse afectada por un crecimiento reducido y una latencia
estacional (Pierik R. ). Por lo que es importante generar estrategias
biotecnolégicas que acorten los periodos de propagacion de plantas de Salix

como es la micropropagacion in vitro.
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La propagacion sexual se logra por medio de semillas, por siembra directa: Los
estudios revelan que cerca del 90 % sobrevive con métodos de siembra directa

y por regeneracion natural (Kunth C. S., 1815).

El cultivo in vitro o micropropagacion se presenta como una excelente alternativa
para superar las dificultades antes mencionadas de los métodos tradicionales,
ya que por medio de esta técnica es posible germinar y reproducir clones con
alto valor genético y conseguir plantas de alta calidad que pueden llegar incluso
a triplicar la velocidad de su multiplicaciéon (Uribe Moraga & Cifuentes G., 2003).
En algunos estudios anteriores el uso del medio MS para la propagaciéon de
plantas de sauces en cultivo in vitro presenta una buena respuesta en la
generacion de yemas axilares de sauce (Neyra Velasco, 2015), ademas, se ha
observado que el aumento en la concentracion de sacarosa (mayor a 3% de
sacarosa) no favorece el enraizamiento, ni la formacién del nimero de raices
(Paz da Silva & Vilegas Monter, 2009), por lo anterior en este estudio se empled
una concentracion maxima de 3% de sacarosa. El propésito de este estudio fue
evaluar bajo condiciones in vitro, la germinacién de semillas y su desarrollo
vegetativo en diferentes concentraciones de medio MS, en combinacién con
distintas concentraciones de sacarosa (0% (p/v), 1.5% (p/v) y 3% (p/v)) en el
medio de cultivo (Gémez Garay, Pintos Lopez , Grau Corbi, & Bueno Pérez,
2014).

La segunda fase tuvo como obijetivo producir un protocolo en el desarrollo de
micropropagacion in vitro de Salix bonpladiana, donde se queria obtener un
medio de cultivo econémico que nos brindara un rapido desarrollo, tanto
radicular, como foliar, usando medio MS (Murashige & Skoog, 1962) y adhiriendo

a esto distintas concentraciones de carbon activado y de la fitohormona cinetina.
2.1.2.1 Germinacion de semilla en medio MS

En un estudio con semillas de Salix variegata se report6é que la viabilidad de las
semillas tiene una duracion de 10 dias después de salir de la capsula. También,
se ha reportado que en las primeras 24 horas se puede tener hasta el 95% de
germinacion en sustrato (Fang Qing, Chuan Hua, & Guo Mei, 2013).
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2.1.2.2 Importancia del sauce

Desde el punto de vista medicinal los sauces tienen valiosas propiedades
medicinales. La corteza y hojas de estos arboles han sido empleadas desde hace
siglos por pueblos en varias partes del mundo para aliviar la fiebre y dolencias
tales como el reumatismo. En el siglo XIX se aislé por primera vez el extracto
activo medicinal de la corteza de sauce, la salicina (hombre que deriva de salix,
el nombre en latin de los sauces). De esta sustancia se deriva el acido salicilico,
muy importante en la industria quimica y en la medicina, pues a partir de él fue
creada una variante, el &cido acetilsalicilico, que no es otra cosa que la
mundialmente conocida aspirina (Alvarez Sierra, Protocolo de Uso y

Aprovechamiento del Sauce en la Actividad Artesanal, 2015).

Los sauces, miembros de la familia Salicaceae dan madera, fibra,
biocombustible y otros productos forestales y desempefian un papel positivo en
la rehabilitacidén de tierras degradadas, la restauracion de paisajes forestales, la
mitigacion del cambio climatico y el sustento de las poblaciones en las regiones
templadas y boreales del mundo. Chile, Argentina y otros paises de América
Latina en 2004 orientaron a promover la contribucién de sauces al desarrollo
forestal y rural sostenible, en particular en los paises en desarrollo y los de
economias en transicion, donde se menciond lo poco que se conocia de la
extension real de los ecosistemas de sauces en la Federacion de Rusia, que
tiene una de las mayores superficies del mundo de bosques naturales de
Salicaceae. En Suecia se presentan nuevos usos para los sauces, dentro de
estos esta la produccion de energia y fitorremediacion, es decir la limpieza de
suelos contaminados, como también la restauracién de parajes degradados
utilizando en gran escala agua residuales para regar y fertilizar los bosques de
sauces. Los bosques de sauces absorben los contaminantes y el exceso de
nutrientes del suelo (FAO, 2005).

Los usos del sauce van desde el punto de vista ecologico, medicinal, artesanal
y otros servicios. A nivel ecoldégico los efectos restauradores permiten la

conservacion del suelo y el control de la erosion. Se ha utilizado en areas sujetas
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a degradacion por erosion eolica o hidrica. Las especies del género Salix
modifican el sustrato y ayudan al establecimiento de otras especies arboreas.
Este enriquecimiento forestal natural permite ser nicho ecologico de aves,
roedores e insectos (Alvarez Sierra, Protocolo de Uso y Aprovechamiento del
Sauce en la Actividad Artesanal, 2015).

Esta especie es caracteristica de los litorales donde forma a menudo masas
puras en las zonas intermareales de lagunas costeras y esteros con influencia
de agua salada. Crece en ambientes de continuo movimiento de agua y salinidad
variable (hipersalino a salobre). Su mejor desarrollo es en litorales someros, con
poca pendiente donde la marea entra con mayor facilidad. Se desarrolla en los
sitios protegidos contra la accion del oleaje fuerte. Los manglares mas
productivos se desarrollan en estuarios con lodo fino, compuesto de cieno, arcilla
y alto porcentaje de materia organica. Los suelos en los manglares de
Rhizophora contienen generalmente mayores porcentajes de materia organica
comparado con los suelos de Avicennia reportandose cantidades promedios de
49.26 + 8 ppm. Suelos: sustrato lodoso, turba, negro-arenoso muy humedo,
negro-arcilloso, café claro, areno-arcilloso, zona pantanosa o inundada y roca
coralina. Con un pH de 6.6 cuando esta saturado de agua y de 2.2 a 3 al secarse.
La especificidad de su habitat hace a los manglares muy sensibles a la
perturbacién (Kunth, 1817).

2.1.2.3 Fitohormonas

La mayoria, si no la totalidad de la actividad fisioldégica de las plantas esta
regulada por un conjunto de sustancias quimicas llamadas hormonas. La
presencia de hormonas reguladores del crecimiento en las plantas fue sugerida
por primera vez por Julios Von Sachs en la segunda mitad del siglo XIX, cuando
indicé que debian existir en las plantas “sustancias formadoras de 6rganos” que
debian ser producidas en las hojas y transportadas hacia abajo al resto de la

planta.

Las sustancias de crecimiento son extraidas de los tejidos vegetales y las

sustancias sintéticas con efectos reguladores no pueden ser llamadas
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hormonas; por lo tanto, debe utilizarse el término “regulador del crecimiento
vegetal o fitorreguladores”. Por lo tanto, los define como sustancias mensajeras
activas a muy bajas concentraciones (en su mayoria); siendo los lugares de
sintesis y de accion y en algunos casos activos en el mismo lugar de su

formulacion (Rojas Sanchez, 2010).

En la actualidad se han logrado identificar cinco grupos de reguladores de
crecimiento, tanto naturales como sintéticos, de acuerdo a las diferencias en sus
estructuras y efectos: 1) auxinas, 2) giberelinas, 3) citocininas, 4) etileno, y 5)
inhibidores. Siendo las tres primeras llamadas hormonas estimuladoras y las dos
restantes hormonas inhibidoras. Asi los procesos de elongacion celular (auxinas
y giberelinas), division celular (giberelinas y citocininas) y desarrollo vegetativo
se caracterizan por un predominio de estimuladores, y los procesos de
maduracion, detencion del crecimiento, senescencia y abscision, por una

preponderancia de inhibidores del crecimiento (Franco Leon, 2015).
2.1.2.4 Citocininas

No se conoce bien la accion fundamental de la citocinina; se supone que se
adhiere al RNA de transferencia y, en determinados sitios, provoca el
funcionamiento de ciertos codones, controlando asi la sintesis de algunas
proteinas o enzimas. Otros autores postulan que tiene efecto sobre la sintesis
de DNA, y que estd comprobado que induce actividad de las amilasas y

proteasas y la sintesis de la tiamina y auxinas.

Los efectos tipicos fundamentales de la citocinina en la fisiologia vegetal son

dos:
1. Producir una mayor actividad en ritmo de la mitosis celular.
2. Retardar el envejecimiento o senescencia de los érganos.

Estos efectos fundamentales determinan otros como son: indicio de iniciacion
del crecimiento en los tallos muchas especies; en efecto inhibitorio sobre el

fendbmeno de dominancia apical.
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Otros efectos generales de las citocininas en plantas incluyen:
e Estimulacion de la germinacion de semillas
e Estimulacion de la formacion de frutas sin semilla
e Ruptura del letargo de semillas
e Induccién de la formacion de brotes
e Mejora de la floracion
e Alteracion en el crecimiento de frutos
e Ruptura de la dominancia apical (Rojas Sanchez, 2010).
2.1.25 Cultivo in vitro

El cultivo de tejidos es una herramienta que sirve para propagar diferentes
especies vegetales incluido al sauce, y ademas esta técnica basa su accionar en
el uso de un medio de cultivo especifico suplementado con componentes tales
como: sales minerales, vitaminas y reguladores de crecimiento apropiados para
hacer que una célula totipotente pueda diferenciarse para obtener una planta
completa libre de gérmenes. Los estudios encontrados de la multiplicaciéon el
sauce, estan dirigidos casi exclusivamente a la multiplicacion de forma asexual
por método de esqueje, algo que limita su aplicacion al proceso de multiplicacion
masiva y de conservacion (Lopez Vera, Solérzano Murillo, Pomagualli, Lopez
Vera, & Vergara Vélez, 2016).

Por su alta presencia en México, su importancia en la medicina y la falta de
estudios de germinacion de plantas de la familia Salicaceae y el consecuente
ataque de hongos, uno de gran importancia antes mencionado, en el sistema
ambrosial entre F. euwallaceae y Euwallacea fornicatus, este estudio se realiz6
ante la falta de experimentos en su germinacion y de estudios que demuestren
la diferencia entre el nulo agregado de sacarosa, carbén activado, medio MS y

cinetina y el uso “recomendado por otros autores”, hasta el exceso de ellos y la
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reaccion de la planta ante estas variantes en el medio de cultivo. Con este trabajo
se busco obtener una relacion de efecto en la ausencia-presencia de sacarosa,

medio MS, carbon activado y cinetina.
2.1.3 Materiales y métodos
2.1.3.1 Establecimiento de semillas de Salix en medio MS

Se recolectaron frutos del sauce (S. bonplandiana) en noviembre del 2019 en
Zapopan en el Estado de Jalisco, México (coordenadas DMS 20° 41’ 55.69” N
103° 28 36.72” O) (Figura 2.1A) y se seleccionaron las cépsulas con una
coloracion verde y amarilla, que contienen las semillas viables, mientras que las
capsulas con una coloracién café y negra fueron eliminadas, semillas no viables,
(Figura 2.1B). Se extrajeron entre cinco a seis semillas de cada capsula en
condiciones asépticas eliminando el apéndice plumoso (Figura 2.1C). Las
semillas se colocaron en una solucion de cloro comercial al 1% (v/v) durante 15
min, posteriormente se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril. Las
semillas fueron transferidas al medio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962)
con variaciones en las concentraciones de sales (macroelementos vy
microelementos). EI medio fue adicionado con 8 g/L de agar sin reguladores de
crecimiento. El medio fue ajustado a un pH de 5.8 con NaOH, después se
esterilizé en autoclave durante 15 min. a una temperatura de 121°C. Se evalud
el desarrollo de las plantulas germinadas a partir de semillas cigéticas
establecidas en los diferentes tratamientos de medio de cultivo (Figura 2.1D).

2.1.3.2 Evaluacion del efecto de sales y carbohidratos en

lagerminacion de semillas y desarrollo de vitroplantas de Salix

Para evaluar el efecto de las sales (macronutrientes y micronutrientes) y
vitaminas del medio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962), se emplearon
diferentes concentraciones del medio MS con 0, 50, 100 y 150% (v/v), en el
testigo se coloc6 agua destilada 0 % (v/v) MS. También se evaluo el efecto de la
concentracion de carbohidratos (sacarosa) en la germinacion y el desarrollo de

plantulas a partir de semillas. Se diseid0 un experimento con los siguientes

60



tratamientos: TG1. Control (0 % (v/v) MS sales y 0 % (p/v) de sacarosa), TG2. 0
% (v/v) MS sales y 1.5 % (p/v) de sacarosa, TG3. 0 % (v/v) MS sales y 3 % (p/v)
de sacarosa, TG4. 50 % (v/v) MS sales y 0 % (p/v) de sacarosa, TG5. 50 % (v/v)
MS sales y 1.5 % (p/v) de sacarosa, TG6. 50 % (v/v) MS sales y 3 % (p/v) de
sacarosa, TG7. 100 % (v/v) MS sales y 0 % (p/v) de sacarosa, TG8. 100 % (v/v)
MS sales y 1.5 % (p/v) de sacarosa, TG9. 100 % (v/v) MS sales 'y 3 % (v/v) de
sacarosa, TG10. 150 % (v/v) MS sales y 0 % (p/v) de sacarosa, TG11. 150 %
(v/v) MS sales y 1.5 % (p/v) de sacarosa, TG12. 150 % (v/v) MS sales y 3 % (p/v)
de sacarosa. Los cultivos se mantuvieron a 25 * 2 °C con un fotoperiodo de 16h
luz (blanca) /8h oscuridad. Se evalud el porcentaje de germinacion a las 24 horas
de establecido el cultivo y los parametros de desarrollo de la plantula se
evaluaron cada 10 dias. Los pardmetros de desarrollo de la planta incluyeron:
longitud del explante (LE), numero de hojas (NH), nimero de raices (NR) y
longitud de raices (LR). Este ultimo parametro se consider6 una escala del 1 al

3, en el que se les asigno el valor como se explica a continuacion:
1. Raices con longitud de 1 a 5mm.

2. Raices con longitud de 6mm a 1.5cm

3. Raices con longitud de 1.6 cm a 3 cm.

2.1.3.3 Evaluacion del efecto de carbén activado (CA) y
cinetina en el desarrollo de vitroplantas de Salix

Para evaluar el efecto del CA y la cinetina en el medio de cultivo se
emplearon diferentes concentraciones de estos en medio MS completo (100%
vlv) (Murashige & Skoog, 1962), en el caso del CA se usaron concentraciones
de 0, 1y 2 g/L. También se evalud el efecto de la concentracién de cinetina con
0, 0.5 y 5 mg/L en el desarrollo de plantulas a partir de micropropagacion. Se
disefido un experimento con los siguientes tratamientos: TE1. Control (O g/L de
CA y 0 mg/L de cinetina), TE2. 1 g/L de CA y 0 mg/L de cinetina, TE3. 2 g/L de
CAy 0 mg/L de cinetina, TE4. 0 g/L de CAy 0.5 mg/L de cinetina, TES. 1 g/L de
CA 'y 0.5 mg/L de cinetina, TE6. 2 g/L de CA 'y 0.5 mg/L de cinetina, TE7. 0 g/L
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de CAy 5 mg/L de cinetina, TE8. 1 g/L de CA y 5 mg/L de cinetina, TE9. 2 g/L
de CA y 5 mg/L de cinetina. Los cultivos se mantuvieron a 25 = 2 ° C con un
fotoperiodo de 16h luz (blanca) /8h oscuridad. Los parametros de desarrollo de
la plantula se evaluaron a los 10, 20, 30 y 60 dias después de haber sido
trasplantados a su medio correspondiente. Los pardmetros de desarrollo de la
planta incluyeron: longitud del explante (LE), nimero de hojas (NH), nimero de
raices (NR), numero de raices adventicias (NRA), niumero de nudos (NN) y

namero de brotes (NB).
2.1.3.4 Disefio experimental y analisis de datos

Para la germinacion y desarrollo se emple6 un disefio experimental
completamente al azar los datos presentados corresponden a tres repeticiones
con 4 semillas por tratamiento. Los datos obtenidos durante el experimento se
sometieron a un analisis de varianza (ANOVA). La comparacién de medias se

determind por la prueba de Tukey (P<0.05).

Para la micropropagacion in vitro se empleé un disefio experimental
completamente al azar, los datos presentados corresponden a cuatro
repeticiones con 3 explantes por tratamiento. Los datos obtenidos durante el
experimento se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA). La comparacion

de medias se determind por la prueba de Tukey (P<0.05).
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2.1.4 Resultados y discusion
2141 Germinacion de semilla en medio MS

Durante la recoleccion de los frutos se seleccionaron las céapsulas con una
coloracion verde y amarilla, las cuales contienen las semillas que ya alcanzaron
la maduracién del embrién cigético y en el que la mayoria de ellas son semillas
viables, mientras que las capsulas con una coloracion café y negra fueron
eliminadas, semillas no viables, (Figura 2.1B). Se extrajeron entre cinco a seis
semillas de cada cépsula en condiciones asépticas eliminando el apéndice
plumoso (Figura 2.1C) y se realizo el procedimiento de desinfeccion descrito en
la metodologia para el establecimiento de la semilla en condiciones in vitro (en

medio de cultivo semisolido) (Figura 2.1D).

En cuanto al porcentaje de germinacion en semillas de S. bonplandiana, se
presento una germinacion del 100 % en todas las semillas establecidas en cultivo
in vitro a las 24 h, lo que indica que la variacion de la concentracion de medio
MS vy la variacién en la concentracién de sacarosa en el medio de cultivo no
influye en la germinacioén de las semillas de S. bonplandiana comparado con un
estudio en el que se hizo con semillas de Salix variegata donde se reporté que
la viabilidad de las semillas tienen una duracion de 10 dias después de salir de
la capsula, por otro lado se ha reportado que en las primeras 24 h se puede tener
hasta el 95% de germinacion en sustrato (Fang Qing, Chuan Hua, & Guo Mei,
2013).

Figura 2.1.- Establecimiento de

B C D semillas cigéticas de plantas de
Z% a5 S. bonplandiana en cultivo in
S o AV vitro.

AL ‘. »
S T T ’ ' 2 A: Frutos; B y C: Semillas; D:
. e o 9 . : .
KR T I b | R Semillas establecidas en medio

,\iJ-Q.JA o

P e At . . de cultivo in vitro. Barra = 0.5 cm.
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2.1.4.2
medio MS

Desarrollo de plantulas a partir de semillas en

El desarrollo de plantulas en cada tratamiento comenzo6 a observarse a los 10
dias de cultivo in vitro (Cuadro 2.1). Los tratamientos TG8, TG9 y TG11
presentan los mas altos pardmetros de desarrollo evaluados, en el caso de la
longitud del explante (LE) se obtuvieron valores entre 0.52 a 0.63 cm, en el caso
del nimero de hojas (NH) se presentaron valores entre 1 a 1.83 en estos
tratamientos y también se observo el efecto en el sistema radicular, tanto en el

namero de raiz (NR), como en la longitud de la raiz (LR).

Cuadro 2.1.- Evaluacion de parametros de desarrollo de plantulas de S.
bonplandiana en el dia 10 de cultivo in vitro.

Tratamiento  LE [cm]°* NH°* NR°* LRe*

TG1 0.33+0.03% 0.00+0.00°¢  1.00+0.00° 1.00£0.00¢
TG2 0.30+0.02°¢ 0.00+0.00°¢  1.00+0.00° 1.41+0.15%
TG3 0.39+0.04°%% 0.00+0.00°¢  1.00+0.00° 2.00+0.00%
TG4 0.46+0.06"cd® 0.00+0.00°  0.33%0.14° 0.33+0.14°
TG5 0.53+0.03%° 0.50+0.26 1.17+0.11% 1.67+0.143c
TG6 0.65+0.03% 0.50+0.26  1.75+0.222 1.67+0.1483bc
TG7 0.51+0.05%¢ 0.67+0.28> 1.08+0.08° 1.17+0.11%
TG8 0.63+0.04%* 1.00+0.30%  1.42+0.262° 1.58+0.15
TG9 0.52+0.04%° 1.67+0.22%8  1.50+0.23% 1.25+0.13%
TG10 0.40+0.04°%% 0.00+0.00°  0.00+0.00° 0.00+0.00¢
TG11 0.54+0.043¢ 1.83+0.1672 1.58+0.152° 2.17+0.112
TG12 0.50+0.0230cd 1.33+0.28%  1.08+0.08° 2.08+0.08%

°LE.- Longitud de explante, NH.- nimero de hoja, NR.- nimero de raiz, LR.- longitud de
raiz

*En el cuadro se representa la media con la desviacion estandar y las diferentes letras
entre columnas denotan diferencia significativa (P<0.05)

A los 20 dias de cultivo los tratamientos que muestran mayor valor en los
parametros de LE, NH y NR fueron TG7, TG8 y TG11 presentando una longitud
del explante (LE) de 0.9, 1.02 y 0.89 cm respectivamente, (Cuadro 2.2). Con
respecto al numero de hojas los valores se encuentran entre 2.5 y 3.75, estos
tratamientos también generaron el sistema radicular. En controversia con este
estudio los explantes de Berberidosis corallina cultivados en medio MS
presentan necrosis en el tejido debido al alto contenido de nitrégeno en el medio
de cultivo (Uribe, Delaveau , Garcés , & Escobar , 2008). Mientras que en Salix

bonplandiana se puede observar que los medios de cultivo MS con 150 %, 100
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% y 50 % (v/v) tienen un efecto positivo en la disponibilidad de nutrientes y la
influencia de la fisiologia de la planta que se ve marcada en la respuesta in vitro,
(Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2.- Evaluacion de parametros de desarrollo de plantulas de Salix a los
20 dias de cultivo in vitro.

Tratamiento LE [cm]°* NH°* NR°* LRe*

TG1 0.36+0.03¢ 0.00+0.00¢ 1.58+0.23abc  1.67+0.14%
TG2 0.40+0.044 0.00+0.00¢ 2.33%0.19abc  2.67+0.14%
TG3 0.49+0.05¢ 0.00+0.00¢ 3.08+0.38a 3.00+0.002
TG4 0.55+0.08° 0.00+0.00¢ 1.08+0.08bc  1.17+0.11°f
TG5 0.71+0.04b¢ 1.16+0.30¢ 2.75+0.86ab  2.17+0.24bcd
TG6 0.85+0.032° 1.33+0.28¢< 2.92+0.29a 2.67+0.142b
TG7 0.90+0.042b 2.50+0.382¢  1.83+0.21abc 1.92+0.23°
TG8 1.02+0.052 3.00£0.352 2.75+0.31ab  2.67+0.14%
TG9 0.90+0.082b 1.92+0.48°¢d  2.67+0.40ab  2.67+0.142°
TG10 0.49+0.04¢d 1.00+0.30¢ 0.75+0.18c 0.67+0.14f
TG11 0.89+0.062° 3.75+0.252 2.67+0.26ab  2.92+0.082
TG12 0.70+0.05P° 3.00+0.30%° 2.25+0.28abc  2.50+0.152¢

°LE.- Longitud de explante, NH.- nimero de hoja, NR.- nimero d raiz, LR.- longitud de raiz
*En el cuadro se representa la media con la desviacion estandar y las diferentes letras entre columnas
denotan diferencia significativa (P<0.05)

2.1.4.3 Altura de las plantas a los 30 dias

A los 30 dias de cultivo in vitro los explantes con mayor altura se observaron en
TG11 con una concentraciéon de medio MS al 150 % (v/v) y 1.5 % (p/v) de
sacarosa, presentando una altura de 13.1 cm, al igual que los tratamientos TGS,
TG9 con 12.4y 11.5 cm respectivamente, asi como en TG7 y TG12 con 11.4 cm
(Cuadro 2.3). La longitud de los explantes fue menor en los tratamientos con una
concentracion de 0% (v/v) de medio MS (TG1, TG2, TG3), asi como en los
tratamientos TG4 y TG10 donde no se tenia sacarosa en el medio de cultivo. Los
tratamientos TG6 y TG9 con 50 % y 100 % de medio MS respectivamente no
presentan diferencia significativa en la altura de los explantes, resultados
similares se obtuvieron en estudios efectuados en Catleya, donde utilizaron
medio MS al 25, 50 y 100 % (v/v) para la germinacion y desarrollo de plantulas
de catleya, en la que no se presenté diferencia significativa en la altura de los
explantes (Andrade Rodriguez, y otros, 2015). Sin embargo, en este estudio la

disminuciéon de sacarosa en los tratamientos con 50% de medio MS como son
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TG4 y TG5, con una reduccion en la concentracion de sacarosa de 1.5 %y 0%
respectivamente afecta negativamente en la longitud del explante (6.8 y 8.5 cm)
presentando diferencias significativas con los tratamientos con 100 % (v/v) de
medio MS (TG7, TG8 y TG9) (Cuadro 2.3).

Cuadro 2.3.- Evaluacion de parametros de desarrollo de plantulas en el dia 30

de cultivo in vitro.

Tratamiento LE [cm]°* NH°* NR°* LR°*

TG1 4.1+0.32d 0.00+0.00d 2.50+0.50abcde 1.67+0.14cd
TG2 4.9+0.42d 0.17+0.17cd 2.92+0.2abcd 2.67+0.14ab
TG3 6.0+0.51cd 0.00+0.00d 4.25+0.37a 3.00+0.00a
TG4 6.8+1.08cd 0.00+0.00d 1.67+0.22cde 1.33+0.14d
TG5 8.5+0.57bc 1.50+0.42bc 2.33+0.35bcde  2.33+0.26abc
TG6 11.1+0.42ab  2.17+0.27b 3.25+0.43abcd  2.83+0.11ab
TG7 11.4+1.02ab  3.75+0.30a 2.67+0.35abcd  2.25+0.22bc
TG8 12.4+0.43a 4.08+0.42a 3.00+0.35abcd  2.92+0.08ab
TG9 11.5+1.19ab  4.42+0.34a 3.83+£0.49ab 2.67+0.14ab
TG10 7.4+0.56c¢d 2.25+0.30b 0.83+0.17e 1.00+0.21d
TG11 13.1+0.42a 4.75+0.33a 1.58+0.26de 3.00+0.00a
TG12 11.4+0.97ab  4.58+0.40a 3.42+0.53abc 2.58+0.15ab

°LE.- Longitud de explante, NH.- nimero de hoja, NR.- nimero d raiz, LR.- longitud de raiz
*En el Cuadro se representa la media con la desviacion estandar y las diferentes letras entre columnas
denotan diferencia significativa (P<0.05)

2.1.4.4 Longitud de raiz a los 30 dias

Los nutrientes y la sacarosa fueron factores importantes para la longitud de la
raiz (Cuadro 2.3); mientras que este paradmetro no se vio influenciado por las
distintas concentraciones de medio MS, a comparacion de otro estudio (Rytter,
Weih, & Nordh, 2005), donde demostraron que la biomasa de raices de 6
variedades de sauce disminuyé con la adicion de fertilizante. Sin embargo, el
factor que influyd negativamente en la longitud de la raiz fue la ausencia de
sacarosa en el medio, como se puede observar en los tratamientos TG1, TG4,
TG7 y TG10 (Cuadro 2.3), los cuales presentaron los menores valores en la
longitud de raiz, mientras que todos los tratamientos que contienen 1.5% y 3%
de sacarosa presentaron los mayores valores en la longitud de raiz,
independientemente de la concentraciéon de medio MS empleada. Se puede

observar este mismo efecto en plantulas de papaya (Posada Pérez , y otros,
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2016) en el que usaron diferentes concentraciones de sacarosa y la longitud de

raiz se vio afectada al no usar sacarosa.

Figura 2.2.- Desarrollo de plantulas de Salix a los 30 dias de cultivo in vitro.

A. TG1.- 0 % (v/v) MS — 0 % sacarosa; B. TG2.- 0 % (v/v) MS - 1.5 % (p/v) sacarosa; C. TG3.- 0
% (vIV) MS — 3 % (p/v) sacarosa; D. TG4.- 50 % (v/v) MS — 0 % (p/v) sacarosa; E.TG5.- 50 % (v/v)
MS - 1,5 % (p/v) sacarosa; F.TG6.- 50 % (v/v) MS — 3 % (p/v) sacarosa; G. TG7.- 100 % (v/v) MS
— 0 % (p/v) sacarosa; H. TG8.- 100 % (v/v) MS - 1.5 % (p/v) sacarosa; |. TG9.- 100 % (v/v) MS —
3 % (p/v) sacarosa; J. TG10.- 150 % (v/iv) MS — 0 % (p/v) sacarosa; K. TG11.- 150 % (v/v) MS -
1.5 % (p/v) sacarosa; L. TG12.- 150 % (v/v) MS — 3 % (p/v) sacarosa. La escala de las barras

corresponde a 0.5 mm.

La generacion de hojas es un parametro importante para el desarrollo de la
planta, indicando que se esta adquiriendo y asimilando de manera correcta los
nutrientes, vitaminas y sacarosa. Entre mas sea el numero de hojas en la planta,
mas ayudan a su desarrollo; aquellas plantas que tengan mas hojas, seran
plantas mas estables y vigorosas. El incremento en el nimero de hojas se
observa en los tratamientos del TG5 a TG12 (Cuadro 2.3). El promedio maximo
que se obtuvo en el numero de hojas fue de 4.75 en el TG11, seguido de 4.58
en el TG12, 4.42 en el TGY, 4.08 TG8 y 3.75 TG7 en donde éstos no tuvieron
diferencia significativa. En general se puede observar el desarrollo de las

plantulas en el dia 30 de cultivo en los diferentes tratamientos, observandose
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que los tratamientos TG7, TG8, TG9, TG11y TG12 presentan el mejor desarrollo
de la plantula a partir de semilla (Figura 2.2 G-1). En el caso del tratamiento TG7
a TG9 el medio MS se emplea a la concentracion normal sugerida por
(Murashige & Skoog, 1962), (Figura 2.2 K-L) mientras que en el tratamiento
TG11l y TG12 se emplea una concentracion de 150 % (v/v) de medio MS. Sin
embargo, el empleo de concentraciones de 0 y 50 % (v/v) de medio MS (TG1 a
TG6) aunque no afectan el porcentaje de germinacion de las semillas, el

desarrollo de las plantulas es muy lento (Figura 2.2A-F).

2.1.4.5 Crecimiento de esquejes por medio de

micropropagacion

A los 10 dias realizada la micropropagaciéon los tratamientos con mayor
concentracion de cinetina (5mg/L); (tratamientos TE7, TE8 y TE9) fueron los que
eresentaron mejores valores en los parametros de longitud del explante (LE),
namero de raices adventicias (NRA) y numero de brotes (NB), aunque no
tuvieron diferencia significativa (Cuadro 2.4), resultado similar al trabajo de
(Martinez Medina, y otros, 2012), donde la cinetina fue usada durante la fase de
multiplicacion de los brotes.

El uso de la cinetina en todas las evaluaciones se alcanz6 a observar
claramente cuando hubo presencia de ella y en donde no. En las primeras tres
evaluaciones se observo que mientras mas aumentaba el uso de las cinetinas,
disminuia el desarrollo del sistema radicular, caso contrario al trabajo
desarrollado en café, donde la aplicaciébn de cinetina provocdé un mayor
desarrollo del sistema radical en las plantulas (Cantos Cevallos, Pinargote
Choéz, & Palma Ponce, 2018).

Las citocininas se usan para promover la division celular y la induccion de
yemas adventicias en callos y 6rganos (Yah Chulim, 2011), por lo que el uso de
auxinas para la estimulacion de brotes radiculares, es necesario para un balance
de hormonas, lo que se observé en TE7, que no mostré ninguna raiz.El uso de
cinetina, sin alguna auxina, evitd que las plantulas, inclusive a los 60 dias,

generaran raices (Cuadro 2.4).
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Cuadro 2.4.- Evaluacion de parametros de desarrollo en plantulas de Salix a
partir de esquejes en condiciones in vitro.

Condiciones in vitro (10 dias)

T LE [cm]°* NHe* NR°* NRA®* NN°* NB°*
TE1 1.40+0.41°¢  0.92+1.38bc 1.83+1.532 0.17+0.402 4.08+0.29P 3.08+1.442
TE2 1.38+0.28%¢  0.92+1.08bc 0.08+0.292 4.08+0.29P 3.08+1.312
TE3 1.43+0.35°4  0.83+1.19P¢ 0.08+0.292 4.00+0.00P 2.58+1.162b
TE4 1.15+0.29¢ 2.00+1.542 0.08+0.29P 0.00+0.002 4.08+0.29P 3.08+0.992
TE5 1.43+0.64°9  0.25+0.62¢ 0.08+0.292 4.08+0.29P 2.25+1.812b
TE6 1.34+0.424 1.33+1.3720 0.17+0.582 4.00+0.00P 2.58+0.792b
TE7 1.88+0.542> 1.00+1.04bc 0.00+0.00P 0.00+0.002 4.08+0.29P 3.08+0.792
TE8 1.74+0.462°¢  0.50+0.80P¢ 0.00+0.002 4.00+0.00P 2.08+0.90°
TE9 2.15+0.562 0.92+0.90b¢ 0.25+0.452 4.33+0.492 2.67+0.772b
Condiciones in vitro (20 dias)

T LE [cm]°* NHe* NR°* NRA°* NN NB

TEL1 1.44%0.41%  3,00+3.10° 3.83+2.0382  0.17+0.402 4.25+0.622b 3.33+1.44%
TE2 1.49+0.30%% 2 .83+1.53b¢ 0.08+0.292 4.25+0.872b 4.25+1.492
TE3 1.68+0.26P¢  2.83+1.90P¢ 0.08+0.292 4.08+0.292b 3.58+1.172b
TE4 1.25+0.29¢ 6.83+4.282 0.17+0.39P 0.08+0.292 4.17+0.392b 3.42+0.902b
TE5 1.68+0.61P¢d  2.83+2.620¢ 0.08+0.292 4.08+0.292b 3.50+1.832b
TE6 1.47+0.40%d¢  4.00+1.71Pc 0.17+0.582 4.00+0.00P 2.92+0.67°
TE7 1.93+0.502°  4.33+3.20P 0.00+0.00P 0.00+0.002 4.08+0.292b 3.33+0.652
TES 1.82+0.53¢  2.00+1.41¢ 0.00+0 4.41+0.792 3.67+1.072

.002
TE9 2.22+0.602 2.17+1.64°¢ 0.25+0.452 4.25+0.452b 3.42+1.002°
Condiciones in vitro (30 dias)

T  LE[ecm]*  NH>* NR°* NRA°* NN NB

TE1 1.59+0.36°d  4.75x4.81cd 7.67£3.752 0.17+£0.392>  4.50+0.91P 4.58+2.352b
TE2 1.69+0.45bcd  5.83+1 85Pcd 0.33+0.652  5.83+1.702 6.00+2.292
TE3 1.78+0.25P¢  3.92+2.78¢ 0.08+0.292  5.17+1.902P 5.08+1.832b
TE4 1.38+0.289 9.83+5.132 0.17+0.40P 0.08+0.292  4.58+1.24 4.17+1.70P
TE5 1.97+0.543b  4.42+2 .68 0.25+0.452>  4.33+0.49P 4.33+1.72P
TE6 1.65+0.44bcd  8.00+2.2620 0.17+0.58%  4.67+1.07° 4.00+1.13P
TE7 2.02+0.5420  6.92+2.91bc 0.00+0.00P 0.00+0.00P 4.25+0.87P 3.67+0.65°
TES 1.96+0.50%°  3.92+1.98¢ 0.00+0.00° 4.75+1.05P 4.50+1.51P
TE9 2.29+0.692 4.83+2.66% 0.25+0.452  4.50+1.00P 4.33+1.92P

Condiciones in vitro (60 dias)
T LE [cm]°* NHe* NR°* NRA°* NN NB

TE1 2.19+0.57¢%¢  19.33+11.93%% 13.33+6.472  0.25+0.45P¢ 10.08+6.543¢  5.92+2 313b

TE2 2.66+1.14Pcd  23.17+7.802 21.0+#12.172  0.750.872 10.67+4.682¢  6.75+2.342
TE3 3.09+0.962®  19.50+5.682P 15.00+£7.812° 0.25+0.62P¢  13.0+3.252 5.75+1.772b
TE4 1.48+0.33¢ 19.42+14.123b  5.75+5.40P¢  0.25+0.62P¢  5.83+2.83¢ 4.42+1.62b¢
TE5 3.04+0.513>  11.33+4.60°¢ 12.0+8.722>  (0.58+0.792>  8.08+1.83bcd 4.50+2.46b¢
TE6 2.56x1.12Pcd 155845 85Pk¢ 18.7+21.12 0.17+0.58b¢  7.83+3.59¢d 4.17+1.12°
TE7 2.13+0.68%¢  15.42+6.65 0.00+0.00¢ 0.00+0.00¢ 5.17+1.124 4.92+1.24bc
TE8 2.96+1.423b¢  18.17+9.008P¢  20.0+18.72 0.08+0.29¢ 11.75+8.3920 5.25+1.91abc
TE9 3.58+1.652 19.08+8.892b 21.0+6.562 0.25+0.45P¢  11.42+4.703¢ 5 0+1.81bc

* T. Tratamiento, LE.- Longitud del explante, NH.- Nimero de hojas, NR.- Nimero de raiz, NRA.- Nimero de raices
adventicias, NN.- Nimero de Nudos, NB.- Numero de Brotes.

° En el Cuadro se representa la media con la desviacion estandar y las diferentes letras entre las columnas denotan
diferencia significativa LSD (P<0.05).
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Los resultados muestran que el TE2 fue el que mayor nimero de brotes obtuvo,
en donde se us6 medio MS (Murashige & Skoog, 1962) adicionado con carbén
activado (1 g/L). Un resultado similar se observé en el trabajo de (Vaca, y otros,
2018) donde se permitid obtener resultados favorables en el nUmero de brotes

en el cultivo del limdn.

Figura 2.3.- Desarrollo de
plantas de Salix a los 30
dias de micropropagacion
in vitro

A. TEL1.- MS -0 g/L CA -
0 mg/L cin; B. TE2.- MS —
1g/L CA-0mg/L cin - 2;
C.TE3.-MS-2¢g/L CA-
0 mg/L cin; D. TE4.- MS —
0 g/L CA - 0.5 mg/L cin;
E. TE5.- MS -1 g/L CA -
0.5 mg/L cin; F. TE6.- MS
—2g/L CA-0.5mg/L cin;
G.TE7.-MS-0g/L CA-
5 mg/L cin; H. TE8.- MS —
1 g/L CA -5 mg/L cin; I.
TE9.-MS -2g/LCA-5
mg/L cin; La escala de las
barras corresponde a 0.5
cm

En TE3 los resultados coinciden con los logrados por (Borges Garcia & Sosa
Tabarez, 2008), con la diferencia que en este trabajo se us6 el medio MS
(Murashige & Skoog, 1962) al 100%, mientras que Borges & Sosa emplearon el
medio MS al 75% y la adicién de carb6n activado a una concentracion de 2 g/L.
En ambos trabajos se demostré que a esa concentracion de CA tiene un efecto
positivo sobre el nimero de nudos, en este trabajo se obtuvo una media de 13,

lo que indico el tratamiento con mayor numero de nudos.
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Cuadro 2.5.- Evaluacion de parametros de desarrollo de plantulas de Salix en el
dia 60 de cultivo in vitro

Tratamiento PF°* pSe*

TE1 0.364+0.3622° 0.044+0.0442>
TE2 0.205+0.0872b 0.024+0.0062°
TE3 0.190+0.05920 0.022+0.0042>
TE4 0.109+0.048P 0.014+0.006"
TES5 0.192+0.1372° 0.019+ 0.006"
TEG6 0.262+0.1443> 0.031+0.0102°
TE7 0.462+0.3632 0.061+0.0292°
TES8 0.181+0.0542b 0.021+0.0062°
TE9 0.237+0.0512° 0.094+0.116%

* PF.- Peso Fresco, PS.- Peso Seco.
° En el Cuadro se representa la media con la desviacion estandar y las diferentes letras entre
las columnas denotan diferencia significativa LSD (P<0.05).

Aungue no haya una diferencia significativa en los tratamientos para los pesos,
tanto peso fresco como peso seco, los que mayor masa mostraron, son aquellos
con mayor cantidad de cinetina, donde TE7 con medio MS adicionado con 5 mg/L
de cinetina fue en el que se obtuvo mayor peso fresco, y TE9 con medio MS
adicionado con 5mg/L y 2 g/L de CA obtuvo una mayor masa en el peso seco.
(Grendysz , Wrébel, & Kulpa, Influence of micropropagation with addition, 2017)
usando Salix viminalis L. se mencion6 que los medios con cinetina se
consideraron mejores, porque las plantas cultivadas con el uso de esta

fitohormona han mostrado mayor masa.
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Figura 2.4.- Desarrollo de
plantas de Salix a los 60
dias de micropropagacion
in vitro

A.TE1-MS-0g/LCA-0
mg/L cin; B. TE2.- MS - 1
g/L CA -0 mg/L cin - 2; C.
TE3.-MS - 2g/LCA -0
mg/L cin; D. TE4.- MS - 0
g/L CA — 0.5 mg/L cin; E.
TE5.- MS — 1 g/L CA — 0.5
mg/L cin; F. TE6.- MS — 2
g/L CA - 0.5 mg/L cin; G.
TE7.- MS - 0g/lL CA-5
mg/L cin; H. TE8.- MS - 1
g/L CA-5mg/L cin; I. TE9.-
MS - 2 g/L CA -5 mg/L cin;
La escala de las barras

corresponde a 0.5 cm.

El tratamiento TE7 en ninguna de las evaluaciones present6 brotes radiculares

(Figura 2.4 G). Sin embargo, un resultado observado en la imagen es que la

planta muestra los inicios de una callogénesis, esto es resultado del uso en

proporcion de 5 mg/L de Cin sin CA, resultado similar se obtuvo en el trabajo de

(Coérdova, Cobos, Iman , & Castro, 2014), donde usaron cinetina, para la

induccion de callogénesis in vitro en tres tipos de explantes de Myrciaria dubia.
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Trabajo a futuro

Se continuara con las evaluaciones del desarrollo de la plantula hasta el dia 60
para poder determinar cual de estos tratamientos presenta las mejores
condiciones para la germinacion y crecimiento de las plantulas. Se realizara la
optimizacién de la propagacion ex vitro, desde la etapa de multiplicacion,
enraizamiento y aclimatacion de las plantulas, para su uso posterior en la
evaluacion de estrategias de induccion de respuestas de resistencia en plantas

de salix contra Fusarium sp (infeccion por complejos ambrosiales).
2.1.5 Conclusiones

En el desarrollo de plantulas a partir de semillas, de los doce tratamientos que
se evaluaron en este estudio, los tratamientos TG8, TG9 y TG11 fueron los que
destacaron en los parametros de desarrollo evaluados (longitud del explante,
namero de hojas, numero de raices y longitud de raiz) en las plantulas in vitro de
S. bonplandiana, sugiriendo que concentraciones de 100 y 150 % de medio MS,
asi como la presencia de sacarosa (1.5 y 3 %) promueven un mejor desarrollo

de las plantas in vitro.

En la micropropagacion a partir de esquejes la mejor opcién, la mas econémica
y con buenos resultados, fue TE1l, en contraste con TE2 Unicamente hubo
diferencia significativa para el NUumero de raices adventicias, y con TE9, no hubo
diferencia significativa, mas que en la longitud del explante (LE), por lo que
podemos concluir, que estadisticamente, no es significativamente diferente el
usar Carbon activado, ni cinetina, si al final, el desarrollo de la planta, no tendra

significancia.

Al usar 5mg/L de cinetina en TE7 sin carbén activado, la planta presento
callogénesis, evitando que la planta produjera raices, a diferencia del TE9, que
con la misma cantidad de cinetina, pero, con carbon activado en 2g/L, la planta

produjo el mayor numero de raices de todos los tratamientos.
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3. CAPITULO

3.1 Propagacion de plantas de S. bonplandiana a partir de esquejes en

condiciones ex vitro.
3.1.1 Resumen

Este capitulo es sobre la propagacion, desarrollo y enraizamiento rapido de
estacas. Se puso a prueba diferente mezclas de dos sustratos, el primero es
peatmoss, un sustrato a base de turba que da soporte a la raiz de la estaca, el
segundo es la perlita, que tiene capacidad de retener agua, y crear porosidad.
Durante 60 dias, cada 15 dias se evaluaron, tomando en cuenta los siguientes
factores: Longitud de la planta, niumero de hojas, nimero de nudos, nimero de
brotes, niumero de nudos secundarios y numero de brotes secundarios. Los
tratamientos en total fueron 5, con quince repeticiones cada uno, las mezclas de
los tratamientos fueron las siguientes: TEEL1.- 100% Peatmoss. TEE2.- 75%
Peatmoss - 25% perlita. TEE3.- 50% Peatmoss — 50% perlita. TEE4.- 25%
Peatmoss — 75% perlita. TEES.- 100% perlita. De los tratamientos evaluados
para el desarrollo de salix a través de estacas, aquel que contiene un 100% peat
mMoss resultd ser el mejor en cuanto a los parametros agronémicos determinados.
Entre los que destacan numero de hojas con un 138.2 £ 67.9, numero de nudos

secundarios con un 120.7 £ 57.5 y en numero de brotes con un 12.13 + 10.45.
3.1.2 Introduccion

Los sauces (Salix bonplandiana) tienen facil adaptabilidad a diferentes climas y
suelos, por lo tanto, esto les ayuda a tener un rapido enraizamiento con
diferentes sustratos, concluyendo un crecimiento rapido y de facil propagacion,
ademas de tener caracteristicas de fitorremediacion de suelos, y es por lo que

algunos paises buscan reforestar orillas de rios con estos arboles.

Algunas sales minerales ayudan al crecimiento de plantas en diferentes
ecosistemas, que brindan alimento y habitat para una gran variedad de

organismos en estos ecosistemas. Sin embargo, cuando se presenta un exceso
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de sales minerales en el medio, generalmente es causado por diversas
actividades humanas que contaminan el aguay el suelo. Las fuentes principales
de contaminacion en los suelos son la agricultura con el exceso de fertilizante
junto con el estiércol animal aplicado a cultivos y campos, las aguas pluviales,
las aguas residuales, combustibles fésiles por la generacion de energia eléctrica,
asi como desechos de la industria aumentan la contaminaciéon de suelos y
mantos freaticos. Plantas con elevada biomasa, tales como los sauces, pueden
utilizarse para la fitorremediacion de terrenos, en la que se aplican especies
vegetales que ayudan a la absorcion, translocacion y degradacién de altas
cantidades de sales minerales y metales toxicos (Valero & de Carcamo, 2017)
(Delgadillo Lépez, Gonzalez Ramirez, Prieto Garcia, Villagbmez Ibarra, &
Acevedo Sandoval, 2010).

Por otro lado, el sauce también se puede propagar de forma asexual, por medio
de esquejes, la cual ha sido ampliamente reconocida como una practica
fundamental en el campo de las ciencias agricolas. Muchas especies
hortofruticolas, ornamentales y forestales, presentan en su propagacion ciertas
caracteristicas y problemas peculiares, lo cual hace necesario que se sigan
tratamientos, pasos y métodos especiales en su produccién., por lo que es
posible lograr su reproduccion a través de métodos asexuales para su
perpetuacion con diferentes fines. A través de estos métodos de propagacion
podemos generar clones y esto es gracias a la capacidad de regeneraciéon de
tallos y raices de las que se obtienen las porciones vegetativas para desarrollar.
Un clon es un organismo o grupo de organismos que derivan de otro a través de
un proceso de reproduccion asexual (no sexual), procedente de una solo planta
madre (Reyes, 2015).

La reproduccién por estacas es uno de los métodos mas importante para
propagar arbustos y arboles ornamentales y forestales, tanto de especies
caducifolias como de especies perennifolias. Las estacas también se usan
ampliamente en la propagacion comercial tanto de flores como de frutales. La
reproduccion por estacas consiste en cortar un fragmento de tallo con yemas y

enterrarlo. Después se espera hasta que generan raices para obtener una nueva
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planta. Dada su capacidad para formar yemas y raices adventicias, cualquier
parte de la planta puede desarrollarse en un organismo vegetal completo e
independiente, con las mismas caracteristicas genéticas de la planta progenitora
(Reyes, 2015).

México cuenta con aproximadamente 64 millones de hectareas de bosques de
clima templado y selvas que abarcan el 32% del territorio nacional.
Adicionalmente el pais cuenta con 56 millones de ha de matorrales y cerca de 2
millones de ha de vegetacion hidrofila. Tales recursos son de gran importancia
para el pais desde el punto de vista social, econémico y ambiental (Torres Rojo,
2020).

Originarios de zonas templadas y subtropicales, los arboles y arbustos de
Salicaceae, que incluyen sauces (Salix spp.) son de crecimiento rapido y de facil
propagacion vegetativa. Muchas de las especies se adaptan a muy diversas
condiciones de clima y suelo, desde el calor del desierto chino hasta el frio y el
viento de los Andes sudamericanos. Son faciles de cultivar y constituyen un
componente importante de los sistemas agroforestales, a menudo para
pequefios agricultores. Suministran una amplia gama de productos madereros,

no madereros y servicios (Ball, Carle , & Del Lungo, 2005).

Los sauces tienen un uso ornamental. Sin embargo, se emplea también en la
fitorremediacion de suelos afectados por sustancias peligrosas (Ghasemi &
Mokhtari, 2019), considerada como una alternativa para la eliminacion de cianuro
de sodio. Esta especie es utilizada para la produccién de energia renovable. Al
respecto, (Doffo , Achinelli, Rodriguez, & Luquez , 2017) informaron la
diversificacion de las fuentes renovables como la biomasa forestal, producidas
por Salix; para ello consideraron que la disponibilidad de agua es el principal
factor que determina el rendimiento en biomasa seca, mientras que el genotipo
y la densidad de plantacion no tienen un efecto significativo en la variable

mencionada.

Ademas, es conocido el uso de esta familia para la obtencién del acido

acetilsalicilico o aspirina. Sin embargo, nuevas aplicaciones en el campo de la
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medicina y, particularmente, sus efectos antimicrobianos se han informado
recientemente. (Wahab, Sallam, Elgaml, Lahloub, & Afif, 2018) determinaron que
los extractos metandlicos de hojas y corteza de algunas especies de la familia
poseen actividad antibacteriana contra Pseudomona aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli y Staphylococcus aureus. También, (Gonzélez
Alamilla, y otros, 2019) indicaron que los compuestos aislados del extracto
hidroalcoholico S. babylonica podrian ser una alternativa natural y funcional para
el tratamiento de enfermedades causadas por Escherichia coli, Staphylococcus

aureus y Listeria monocytogenes.

En 2015 un complejo ambrosial Euwallacea sp.-Fusarium euwallaceae, el cual
estd compuestos por un insecto vector y un hongo fitopatégeno (de aqui en
adelante referidos como plagas invasoras), que en su lugar de origen no son
plagas de importancia fitosanitaria. Sin embargo, desde su introduccion a los
Estados Unidos -presumiblemente, a través del embalaje de mercancias
provenientes de Oriente-, estas plagas invasoras han afectado negativamente al
sector agricola y forestal. En el sector forestal, las afectaciones estan
relacionadas con la muerte de miles de arboles presentes en los bosques, valles
riberefios y zonas conurbadas en el sureste y suroeste de los Estados Unidos.
Cabe resaltar que muchas otras especies de amplia distribuciéon
(aproximadamente 200 especies arboreas) son afectadas (FORDECYT, 2017),

dentro de las cuales se encuentra la familia de las salicaceas.

Tomando en cuenta la gran importancia forestal, ambiental, medicinal y cultural
de estos arboles, se realiz6 esta investigacion con el propdsito de determinar el
método de aplicacion de fitohormonas y carbon activado en la micropropagacion
in vitro en el desarrollo de plantulas, como también optimizar el sustrato en el
que las estacas de esta planta, se puedan desarrollar de manera adecuada,

aumentando y mejorando su desarrollo.

La propagacion de plantas es una ocupacion fundamental de la humanidad,
gracias a ella el hombre ha logrado conservar las caracteristicas que las hacen

utiles. A través del tiempo y en la medida que se ha dispuesto de nuevos tipos
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de plantas, se han desarrollado las técnicas para mantenerlas, tales como el uso
de invernaderos, los injertos, el empleo de estimulantes para enraizamiento de

estacas y acodos (Macagual, 2002).

El método por esquejes consiste en tomar una porcion de la planta, por ejemplo,
un trozo de tallo, y conseguir que emita raices para formar un nuevo individuo.
Se le llama esqueje, estaca o estaquilla al trozo de tallo, de hoja o de raiz que

Se pone a enraizar.

En este proceso regenerativo las raices desarrolladas a partir de un fragmento
de tallo, hoja o tejido de yema se denominan raices adventicias. Para lograr esto,
un grupo de células en desarrollo (meristemos), normalmente cercanas al del
tejido vascular (que transporta la savia), se diferencian en una serie de raices
iniciales (células radicales), que formardn yemas radicales y posteriormente
raices adventicias. También reciben el nombre de raices “inducidas” o “de
herida” porque, en la mayoria de los casos, so6lo se dan si la planta ha resultado
dafiada en algun punto, por ejemplo, si ha recibido un corte en el tallo (Osuna

Fernandez).

En plantas lefiosas perennes, en las cuales hay una capa o mas de floema y
xilema secundario, las raices adventicias de estacas de tallos se originan
generalmente en el tejido del xilema secundario joven, pero a veces lo hacen de
otros tejidos como son los radios vasculares, el cambium, el floema, las lenticelas
o la médula. Para obtener un enraizamiento mas rapido y con mayor seguridad
de éstas se utilizan productos comerciales que contienen acidos indolbutirico
(IBA) y naftalén acético (ANA), debido a que no son toxicos en una amplia gama
de concentraciones y son eficaces para estimular el enraizamiento de un gran

namero de especies de plantas.

En general la técnica para propagar por esquejes es: desinfectar manos y
herramientas a utilizar, hidratar sustrato, cortar esquejes de 20 a 30 cm.
impregnar con hormonas (RADIX 1500 o 10 000 para plantas lefiosas), plantar
los esquejes, plantar los esquejes que no se deshidraten, colocar en un

invernadero con temperatura alrededor de 20 a 24°C, aproximadamente y que
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no reciban los rayos del sol directos ni corrientes de aire. El riego se debe hacer
cada tercer dia, preferentemente por aspersion, al cabo de seis semanas
aproximadamente, el esqueje desarrollara raices por su base y se tendra una

planta nueva (Osuna Fernandez).

Las mezclas utilizadas para la produccion de plantula deben de ser muy ligeras,
tener una alta capacidad de retencion agua, circulacion de aire y estar libres de
enfermedades y malezas. Las mezclas utilizadas para el trasplante se pueden
combinar con peatmoss, humus, composta, acondicionadores de suelo y
fertilizantes orgénicos aprobados. La necesidad de contar con mezclas libres de
enfermedades y malezas favorece a las mezclas de sustratos a base de
materiales naturales como el peatmoss y composta, fortalecidos con perlita,

vermiculita y fertilizantes organicos.

El ambiente en el invernadero es muy efectivo para promover un rapido
crecimiento de la planta, pero también resulta en un ambiente apropiado para la
rapida reproducciéon de insectos y enfermedades. Los cultivos en invernadero
son producidos en pequefios contenedores que limitan en cierto punto el
crecimiento de la raiz y la lixiviacion frecuente provoca que el manejo de la
fertilizacion. Por consiguiente, de lo que se trata es de conseguir sustitutos que
provean esta fertilizacion y ambiente propicio para el desarrollo organico de la

planta.
Los principales sustratos utilizados en México son:

Turbas (peatmoss) material organico de estructura mullida, la distribucion del
tamafo de las particulas estimada por indice de grosor situandose alrededor del
44%, presenta baja densidad aparente (0.07 g/cm?®) y real, porosidad total
elevada (96%), suficiente contenido de aire (41% en volumen), alta capacidad
de retencion de agua total (687mL/L) y agua disponible (25% en volumen). El pH
es extremadamente &cido, inferior a 4.0, poniendo de manifiesto la necesidad de
encalado. La conductividad eléctrica del extracto de saturacion es muy baja,
alrededor de 0.5 dS/m. En nutrientes también es muy bajo. La capacidad de

intercambio catidénico es muy elevada aumenta con su grado de descomposicion.
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Este material es muy usado en la produccion de plantula. La gran mayoria es de

importacion (Castellanos, 2003).

Tezontle. - Es un material procedente de la erupcion de volcanes y esta
constituida por silicatos de aluminio, formado por fragmentos de lava porosa,
redondos e irregulares. Es uno de los sustratos mas usados en México. Tiene el
inconveniente de que su granulometria es muy variada, lo cual se puede corregir
al mezclar un 70% del material pasado por un tamiz de 3/8 a % de pulgada
también conocido como sello y 30% de la fraccion menor de ¥4 de pulgada
conocida como arenilla y se obtendran las siguientes caracteristicas fisicas:
densidad aparente = 0.68 g/cm3, espacio poroso = 71%, capacidad de aireacion

= 32%, agua facilmente disponible = 23% (Castellanos & Vargas, 2008).

Fibra de coco Es un subproducto del coco que esté teniendo mucha aceptacion
en México dado su bajo costo, facilidad de manejo, sanidad y excelente
respuesta agronémica que ha mostrado en los cultivos en que se ha evaluado.
Las propiedades de los sustratos han sido estudiadas en el INIFAP Bajio donde
se obtuvieron los siguientes valores promedios: densidad = 0.09 g/cm?,
capacidad de retencion de agua = 63%, capacidad de aireacién = 32%, agua
facilmente disponible = 25%, salinidad = 3 a 6 dS/m, capacidad de intercambio
cationico = 40 =53 me 100 g (Castellanos & Vargas, 2008).

Perlita Contiene una granulometria de 0-5 mm de didmetro y con una densidad
aparente de 0.1 a 0.12 g/cm?3. Posee una buena capacidad de aireacion (29%),
elevada capacidad retencion de agua facilmente disponible (24.6% en volumen)
y un elevado espacio poroso total (85.9 % en volumen). Es un material inerte que
no se descompone biolégica ni quimicamente. Se considera desprovista de
nutrientes. Su pH es neutro o ligeramente alcalino (7-7.5) y salinidad muy baja.
La capacidad de intercambio catiénico es muy baja (1.5 — 2.5 meq 100 g* de
suelo) y una capacidad tampén muy limitada. Habra que tener cuidado con
soluciones nutritivas con pH menor de 5 ya que se puede liberar aluminio de la

estructura de la perlita (Castellanos, 2003).
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El uso de sustratos no estd muy bien estudiado en arboles de importancia
forestal es por eso que el objetivo de este capitulo fue evaluar las mezclas de
sustratos por sus caracteristicas fisicas y quimicas que brindan a la planta y su
efecto en los esquejes de Sauce, para optimizar su reproducciéon por medio de
esquejes, obteniendo como parametros a evaluar longitud de la planta (L),
namero de hojas (NH), nimero de brotes (NB), nimero de brotes secundarios
(NBS), numero de nudos (NN) nimero de nudos secundarios (NNS) y niamero
de raiz (NR) con el fin de obtener el mayor nimero de plantas en el menor lapso
de tiempo y plantas mas vigorosas con mayor capacidad de adaptabilidad en el

ecosistema.
3.1.3 Materiales y métodos
3.1.3.1 Establecimiento de estacas.

Se cortaron estacas de un arbol madre que se encuentra ubicado en Zapopan
Estado de Jalisco (coordenadas DMS 20° 41’ 55.69” N 103° 28’ 36.72” O). Los
esquejes fueron de 30 cm de largo con un grosor aproximado entre 1.5y 2.5 cm
una vez cortados se pusieron en una solucién de agua con enraizador RADIX®
1500. La solucién fue de 10 g/L de RADIX® 10000 durante 72 h a temperatura
ambiente (26 + 2°C) bajo sombra. Una vez transcurrido el tiempo se retiraron de
la solucién y se colocaron en bolsas con capacidad de 4L que contenian mezclas

de sustratos.

Para la realizacion de los ensayos se localizaron arboles de Salix
bonplandiana en los alrededores del Centro de Investigacion y Asistencia en
Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ) ubicado en Camino Arenero
1227 El Bajio, Zapopan, Jalisco. Se seleccionaron arboles que no presentaran
dafios o sintomas de enfermedades y se cortaron estacas de las ramas con una

longitud aproximada de 30cm.

Los esquejes se sembraron en el sustrato a una profundidad de 5 a 7 cm,
permitiendo tener una longitud inicial de las estacas con un intervalo de 22 a 25

cm en la superficie, con aproximadamente seis nudos (Cuadro 3.1), los esquejes
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se colocaron en diferentes mezclas de peat moss y perlita, como se describe a
continuacion; TEE1.-100% peat moss, TEE2.- 75% peat moss y 25% perlita,
TEE3.- 50% peat moss y 50% perlita, TEE4.- 25% peat moss y 75% perlita,
TEES.- 100% perlita, se colocaron en condiciones de invernadero a temperatura
ambiente. Los riegos se realizaron cada tercer dia y se fertilizaron cada semana
con 2g/L marca Peter’s, 24-8-16 (N-P-K), a cada estaca se le aplicaban 100mL
de fertilizante diluido. Los parametros de desarrollo de las plantulas se evaluaron
cada 15 dias hasta el dia 60 después de haber sido trasplantados al sustrato
correspondiente. Los parametros de desarrollo de la planta incluyeron: longitud
de la estaca (L), numero de hojas (NH), numero de nudos (NN), numero de
brotes (NB), numero de brotes secundarios (NBS), numero de nudos

secundarios (NNS).
3.1.3.2 Disefio experimental y analisis de datos.

Se empleé un disefio experimental completamente al azar, los datos
presentados corresponden a quince repeticiones por tratamiento. Los datos
obtenidos durante el experimento se sometieron a un analisis de varianza
(ANOVA). La comparacion de medias se determind por la prueba de LSD
(P<0.05).

88



3.2 Resultados y discusién

Se midi6 la longitud de la estaca (L) a partir de la seccion mostrada en la
superficie del sustrato, asi como el nimero de nudos (NN) de los explantes
iniciales empleados en el experimento (Cuadro 3.1), las estacas presentan una

longitud aproximada de 30 cm, enterrandose entre 5y 8 cm en el sustrato.

Cuadro 3.1.- Evaluacion de parametros de desarrollo de esquejes de Salix en
condiciones de invernadero.

T* L [cm]°* NN°*

TEE1 22.53 + 2.00° 6.33+1.542
TEE2 23.97 + 2.51P 6.33+1.232
TEE3 24.93 + 1.70% 6.33+1.052
TEE4 23.87 + 1.69° 6.87+2.752
TEES 25.57 + 1.702 6.87+2.532

* T. tratamiento, L.- Longitud de la planta, NN.- Nimero de nudos
°En el Cuadro se representa la media con la desviacion estandar y las diferentes letras entre las columnas denotan
diferencia significativa LSD (P<0.05).

En la presente investigacion se emple6 una longitud inicial total de la estaca de
aproximadamente 30cm. De acuerdo con el trabajo de (Contreras & Ochoa,
2003), se menciona que para una mayor eficiencia agronémica en la propagacion

vegetativa de las estacas la longitud de la misma debe tener entre 10 y 20 cm.

Cuadro 3.2.- Evaluacion de parametros de desarrollo de estacas de Salix a los
15y 30 dias.

Paradmetros de desarrollo de estacas de Salix en el dia 15

T L [cm]°* NHe* NNe* NBe* NNS°* NBSe°*
TEE1  25.69+3.922 52.20+26.212 7.53+2.64P 5.13+2.423b 25.20+10.72° 0.0 +0.02
TEE2  25.41+2.692 36.04£25.8020 8.93+3.392P 5.60+3.042P 19.73 +11.932 0.0 £0.02
TEE3  26.57+2.412 43.53+30.062 7.27+1.58P 4.67+2.6130 21.00 + 11.462 0.0+0.02
TEE4  25.80+2.542 45.73+26.752 10.00+4.932 6.33+3.872 24.47 +11.622 0.0+0.02
TEE5  25.70+1.902 20.73+16.55° 7.87+2.802P 4.20+2.21P 11.87 +6.38° 0.0 +0.02
Parametros de desarrollo de estacas de Salix en el dia 30
T L [cm]°* NH°* NNe* NB°* NNS©* NBS°*
TEE1  55.33+15.052P 102.3+49.12 7.13+2.00P 11.73+7.942 62.53+25.132 4.27+5.1228
TEE2  50.53+12.632° 81.53+31.8430 8.47+2.473b 10.80+3.552°  48.27+22.0430 3.60+5.5520
TEE3  56.43+14.042 94.47+37.042 7.20%1.21P 10.93+4.73%°  60.20+23.932 4.47+45.662
TEE4  46.57+12.13% 83.9+45.62P 9.40+ 4.762 9.53+5.002P 57.13+29.852 0.93+3.62P¢
TEE5  38.60+09.77°¢ 56.00+36.11° 8.13+2.202P 6.93+5.47P 35.87+23.37° 0.13+0.52°

* T. tratamiento, L.- Longitud de la planta, NH. - Namero de hojas, NN.- Numero de Nudos, NB. - Numero de Brotes, NBS.

- Namero de Brotes Secundarios, NNS. - Numero de Nudos Secundarios.

° En el Cuadro se representa la media con la desviacion estandar y las diferentes letras entre las columnas denotan

diferencia significativa LSD (P<0.05).
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La altura de los esquejes a los 15 dias no presento diferencia significativa en el
desarrollo con diferentes sustratos (Cuadro 3.2), ya que se trato de enterrar las
estacas a la misma profundidad de tal forma que la altura de las mismas sea
similar desde el principio del experimento. En la evaluacion de los siguientes 45
dias se mostré mayor diferencia significativa en la altura de la planta (Cuadro
3.3), el TEE3 50% peatmoss (turba) y 50% perlita fue el mejor sustrato, seguido
del TEE1 con 100% de turba, estos fueron los mejores tratamientos en la altura
de las plantas. De acuerdo con (Gémez Merino , Trejo Tellez, Garcia Albarado,
& Morales Ramos, 2013), quienes encontraron que las plantas mas altas fueron
sembradas en las de mayor concentracion de turba, ya que son las condiciones
fisicoquimicas de cada sustrato las que definen el comportamiento de la altura

de los esquejes (Simon , Chadwick, & Craker , 1984).

El nimero de hojas en la planta con diferentes concentraciones de turba y perlita
no muestra diferencia significativa, caso similar en el trabajo de (Enriquez Diaz,
2017), donde también se usaron diferentes concentraciones de peat-moss y
zeolita, sin embargo, en el nimero de hojas de las plantas no hubo diferencia
significativa.

Cuadro 3.3.- Evaluacion de los parametros de desarrollo de estacas de Salix en
los dias 45 y 60 dias.

Parametros de desarrollo de estacas de Salix en el dia 45

T* L [cm]°* NHe* NNe* NBe°* NNS°* NBS°*
TEE1  76.67+23.03% 127.5+66.92 7.13+2.17° 8.53+3.872 104.2+57.22 11.00+ 9.432
TEE2  72.33+17.062 114.5+43.62° 7.802.272 9.53+3.542  86.33+28.002° 7.33+7.2020
TEE3  83.07+16.772 122.9+42.920 7.20+1.52b 9.00+3.552  91.60+30.363° 9.80+6.942
TEE4  69.90+18.352° 91.13+37.710¢ 9.67+4.702 8.60+5.082 70.80+28.10°¢ 4.40+5.19P
TEE5  56.40+21.63° 74.4+49.4° 8.40+2.7730 7.07+4.43%  55.47+36.49¢ 2.93+4.42P
Parametros de desarrollo de estacas de Salix en el dia 60
T* L [cm]°>* NH°* NN°* NB°* NNS°* NBS°*
TEE1  97.13+27.992 138.2+67.92 7.47+2.392D 8.33+3.892  120.7+57.52 12.13+10.452
TEE2  91.33+17.38%° 119.1+41.12° 8.00+2.452P 9.07+3.112 105.07+36.532P 9.20+7.282bc
TEE3  107.53+15.872 133.7+42.82 7.94+1.6520 8.40+3.332 111.87+32.952P 11.00+6.972°
TEE4  91.37+26.382P 108.3+44.280 9.80+4.682 8.60+4.982  88.67+37.88P¢ 6.60+5.46P¢
TEE5  75.67+29.41° 85.90+58.5P 7.13+4.58P 6.53+4.36%  71.5+49.4° 4.60+5.45°

*T. tratamiento, L.- Longitud de la planta, NH. - Namero de hojas, NN.- Nimero de Nudos, NB. - Nimero de Brotes, NBS. -
Numero de Brotes Secundarios, NNS. - Numero de Nudos Secundarios.

° En el cuadro se representa la media con la desviacion estandar y las diferentes letras entre las columnas denotan diferencia
significativa LSD (P<0.05).
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A los 45 dias los tratamientos con mayor longitud fueron TEE2, TEE3 y TEEA4,
sustratos que contienen una composicion de turba y perlita, a pesar de contener
diferentes concentraciones, donde el tratamiento con mayor altura fue el TEE3
con una longitud de la planta de aproximadamente 83.07cm (Cuadro 3.3), similar
a lo reportado por (Ayala Sierra & Valdez Aguilar , 2007) donde probaron
diferentes sustratos, presentando una mayor altura de la planta el sustrato que

contenia 50% turba y 50% perlita.

Figura 3.1.- Esquejes de Salix en condiciones de invernadero los dias 15 y 60 de
establecimiento.

(A-E) Esquejes a los 15 dias. (F-J) Esquejes a los 60 dias; (Ay F) TEE1, 100%
peat moss; (B 'y G) TEE2, 75% peat moss y 25% perlita; (C y H) TEE3, 50%
peat moss y 50% perlita; (D e |) TEE4, 25% peat moss y 75% perlita; (E y J)
TEES5, 100% perlita.

El nimero de hojas que generaron las estacas en el periodo evaluado de 60 dias
(Cuadro 3.3), mostraron diferencias significativas provocadas por los
tratamientos en estudio, de los cuales el sustrato de turba al 100% logré el mayor
namero de hojas (aprox. 138.2), muy similar al tratamiento TEE3 (50% turba y

50% perlita) con aproximadamente 133.7 numero de hojas, seguido del
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tratamiento TEE2 (75% turba y 25% perlita) que presenté 119.1 nimero de hojas,
mientras que los tratamientos TEE4 (75% perlita y 25% turba) y TEE5 (100%

perlita), dieron lugar a plantulas con el menor niumero de hojas.

Cabe recalcar que en el TEE4 no hay diferencia significativa, caso similar en el
trabajo de (Ortega Martinez, Sdnchez Olarte, Diaz Ruiz, & Ocampo Mendoza,
2010) en donde los sustratos con menor porosidad como la turba, lograron un
mayor numero de hojas, a diferencia de aquellos que mostraban mayor
porosidad, mostrando diferencia significativa en los sustratos sin tanta porosidad
como la perlita en este caso.

3.2.1 Conclusiones

Todos los tratamientos evaluados en esta investigacion fueron 100% exitosos en
la propagacion vegetativa por esquejes, o que da un indicativo de que la
multiplicacion de Salix por esta via es viable, ya que todos los esquejes lograron
generar plantas independientes que fueron base para establecer la metodologia

de infeccion de patdégenos, como se indica en capitulos superiores.

En general los mejores parametros de desarrollo de los esquejes de Salix fueron
a los 60 dias y se observaron en los tratamientos TEE3, TEE2 y TEEL. Los
esquejes responden mejor cuando se tiene un porcentaje de peatmoss que
puede variar entre 50 a 100% con una combinacion de perlita de 0 a 50%, con
esta proporcion de mezcla se mantenia la humedad y los fertilizantes
adicionados durante el proceso para que la planta respondiera mas rapidamente.
Mientras que con porcentajes mayores de 50% de perlita el desarrollo del
esqueje es mas lento, presentando los parametros de desarrollo mas bajo

comparado con los otros tratamientos (TEE1 al TEES3).
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4. CAPITULO

4.1 Evaluacion de proteccion por induccién de resistencia por elicitores

(Acido salicilico y Metil jasmonato) en plantas de salix.
4.1.1 Resumen

Este capitulo tuvo como objetivo establecer una metodologia para evaluar la
induccion defensa en Salix, considerando el proceso de infeccién del complejo
ambrosial y evaluar visualmente el efecto de los elicitores en Salix. Los elicitores
son sustancias de fuentes inorganicas y organicas, que pueden inducir efectos
fisiolégicos y cambios en la activacion de respuestas defensivas ante la
presencia de patdgenos, agentes mecanicos, quimicos o ambientales. Se
realizaron varios experimentos, donde se evaluaron las diferentes condiciones
para introducir el hongo asociado al complejo ambrosial (Fusarium solani) en
Salix: tallos barrenados con esporas a 1x10%, 1x10°, agua esterilizada, tallos
raspados con FC a 100%, 75%, 50%, 25%, 30%, 20%, 10% y 0%, en invernadero
de 18°Ca 32°C 12 hluzy 12 h oscuridad o en condiciones Optimas de laboratorio
25 + 2°C 16 h luz y 8 h oscuridad. Se usaron estacas que enraizaron hasta
generar una planta viable para perforar con al menos 1 metro de altura, hojas
sanas y largas de al menos 12 cm, con 5 repeticiones por tratamiento, se
evaluaron en una serie de dias diferentes, con datos y parametros evaluados en

cada una de las etapas de este experimento.
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4.1.2 Introduccion

El proceso de elicitacion se define como “la inducciéon o aumento de la biosintesis
de metabolitos debido a la adicion de pequefias cantidades de elicitores”. Existen
gran cantidad de elicitores que, segun su origen, pueden ser clasificados en

biotico entre los que se incluyen:

1) Enzimas, fragmentos de la pared celular de hongos patogenos,
polisacaridos derivados de microorganismos (quitina o glucanos) vy

glicoproteinas.

2) Fitoquimicos producidos por las plantas en respuesta a dafios fisicos,
ataques fungicos o bacterianos, polisacaridos derivados de la pared celular
(pectina y celulosa), fragmentos de pectina (formados por la accion de

microorganismos sobre la pared celular).

3) Quitosano, glucanos, jasmonato de metilo (MeJA), acido salicilico (SA) y

etileno entre otros.

Los elicitores abidticos son sustancias de origen no biolégico que pueden ser de
origen quimico tales como sales inorganicas, metales pesados y compuestos
que perturban la integridad de la membrana plasmatica o factores fisicos como
heridas mecanicas, radiacién ultravioleta, temperaturas extremas y altas
presiones cuya funcion principal es inducir las respuestas de defensa que tienen

lugar en las plantas (Cai, Kastell, Knorr, & Smetanska, 2012).

En presencia de elicitores, las plantas pueden responder al ataque de patégenos,
insectos y herbivoros y a otros estreses bidticos y abioticos mediante la
activacion de un conjunto de mecanismos de defensa que incluyen la biosintesis
de metabolitos, respuesta hipersensible y barreras de defensa estructurales tales
como la deposicion de lignina sobre la pared celular (Vasconsuelo & Boland,
2007).

En este experimento se usaron dos elicitores, el acido salicilico (SA) y Jasmonato

de metilo (MeJA). El SA es usado como un componente clave de sefializaciéon
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en la resistencia a las enfermedades y un regulador de otros procesos
fisiologicos importantes ha estimulado un interés considerable en su
metabolismo (Chuanfu & Zhonglin, 2011). Se ha documentado la induccion de
resistencia a insectos por parte de inductores como el MeJa, la via del &cido
jasménico (JA) funciona bien contra los insectos al mediar la expresion de
defensas tanto directas como indirectas. JA se acumula en las plantas cercanas
al sitio del ataque de los herbivoros y estimula la produccién de muchos
compuestos defensivos. La resistencia inducida en las plantas da como
resultado una reduccion de las pérdidas debido a los herbivoros, un menor uso
de insecticidas, mejores rendimientos de los cultivos y un entorno mas seguro
para vivir. Ademas, la induccién de resistencia por inductores como JAy SA ha
planteado la posibilidad de utilizar la resistencia inducida a insectos para el
manejo de plagas (War, Paulraj, War, & Ignacimuthu, 2011).

Por lo anterior en este trabajo se evalu6 en primer lugar el efecto de elicitores en
la colonizacién de Fusarium solani en Salix en condiciones de invernadero y en
segundo lugar se evalué el efecto de elicitores en la fitotoxicidad del filtrado de
Fusarium solani en plantas in vitro. Para primer objetivo fue necesario establecer
un protocolo de inoculacion del hongo (Fusarium solani) en el tallo barrenado

(4.1.3.2), profundidad y concentracién de in6culo (4.1.3.3)
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4.1.3 Materiales y métodos

4131 Establecimiento de estacas de Salix en

condiciones de invernadero

Se cortaron estacas de un arbol madre que se encuentra ubicado en Zapopan
estado de Jalisco (coordenadas DMS 20° 41’ 55.69” N 103° 28’ 36.72” O). Los
esquejes fueron de 30 cm de largo con un grosor aproximado entre 1.5y 2.5 cm,
una vez cortados se colocaron en una solucion de agua con enraizador (RADIX
10,000). La solucion fue de 10 g/L de RADIX 10,000 durante 72 h a temperatura
ambiente (26 = 2°C) bajo sombra. Una vez transcurrido el tiempo se retiraron de
la solucién y se colocaron en bolsas con capacidad de 4L que contenian una

mezcla de sustratos 50% peatmoss y 50% perlita.

Para la realizacion de los ensayos se localizaron arboles de Salix bonplandiana
en los alrededores del Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y
Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ) ubicado en Camino Arenero 1227 El
Bajio, Zapopan, Jalisco. Se seleccionaron arboles que no presentaran dafios o

sintomas de enfermedades y se cortaron estacas con un largo de 30 cm.

Durante cuatro meses los riegos se realizaron cada tercer dia y se fertilizaron
cada semana con 2g/L, de férmula 24-8-16 (N-P-K) marca Peter’s, a cada estaca
se le aplicaban 100mL de fertilizante diluido. Tras cuatro meses de desarrollo de

las plantas, se comenzaron a realizar los protocolos de inoculacion.

4132 Evaluaciéon de la colonizacién de F. solani en

heridas de tallo (raspado y barrenado)

Las plantas propagadas por esqueje (ver seccion 4.1.3.1) con 3 meses de edad
y con un diametro de tallo entre 1.6 a 2.5 cm, se les realizaron dos tipos de
heridas en el tallo (barrenado y raspado). En el caso del barrenado, el dafio fue
realizado por medio de una aguja con un didmetro de 1mm, la cual fue
desinfectada en alcohol 96° para después ser flameada, una vez que se enfrio
la aguja, se introdujo al 40 o 20% del grosor del tallo, depende del grosor del

tallo, fue la profundidad en la que se introdujo la aguja, se midié con un Vernier
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el grosor de cada planta y de cada una de ellas, se sacé la profundidad a la que
seria introducida la aguja. Para el raspado se realizo una herida con una hoja de
bisturi, hubo dos profundidades de este raspado, al 20% (raspado superficial) y
40% (raspado profundo) respectivamente al grosor de la planta, donde se sacaba
el diametro de la planta para después sacar la profundidad a la que se haria el
raspado. La hoja de bisturi se flameaba cada vez que se haria el dafio al tallo de

la planta.

Los tratamientos sin inéculo solo se les realiz6 el dafio y fueron sellados con
plastico (emplaye) para evitar la introduccibn de hongos y bacterias
cosmopolitas. A los tratamientos que se les inoculé Fusarium solani, aislado de
un escarabajo ambrosial nativo. Se realiz6 una dilucién de la suspension de
esporas, para lograr obtener una solucién con un nimero de esporas de 1x10°,

a partir de esta solucion se inocularon las plantas.

Se colocaron tres plantas por tratamiento, una vez que se realizé la herida a los
tratamientos correspondientes se les inoculd6 con la solucion de esporas
(consultar seccién 4.3.1.1), con ayuda de una micropipeta se aplico 50uL dentro

de la herida y posteriormente se sell6 con plastico (emplaye).
Se usaron tres repeticiones por tratamiento con ocho tratamientos (Cuadro 4.1).

Cuadro 4.1.- Tratamientos para el protocolo de infeccion de F. solani en heridas
de tallo con raspado y barrenado en plantas de S.bonplandiana.

Tratamiento Tipo de dafio Profundidad Inoculaciobn  Concentracién

[esporas/mL]
TAB1 Barrenado 40% / 0
TAB2 Barrenado 20% / 0
TAB3 Barrenado 40% F. solani 1x108
TAB4 Barrenado 20% F. solani 1x106
TAR1 Raspado 20% / 0
TAR2 Raspado 40% / 0
TAR3 Raspado 20% F.solani 1x108
TAR4 Raspado 40% F.solani 1x108

A los 30 dias después de efectuada la inoculacion con esporas se cort6 el tallo
transversalmente dos centimetros arriba y dos centimetros abajo del dafio y

posteriormente se realizo un corte longitudinal exactamente al radio de la herida
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efectuada, posteriormente se determiné el area rectangular del dafio mecénico

y el area de la colonizacion del hongo en el tallo de la planta.

41.3.3 Evaluacion de la colonizacién de Fusarium solani
en heridas de tallo a diferentes porcentajes de profundidad del

dafio por barrenado

Después de que se obtuvo el tipo de dafio que ocasionaria una mayor
colonizacion dentro de la planta sin causar su muerte, se buscé hacer un
protocolo para determinar la profundidad del barrenado, con el mismo objetivo,
por lo que se pusieron con una profundidad del 50% y 80%, con los tratamientos

gue se describen a continuacion.

Para este experimento se emplearon plantas propagadas por esqueje (ver
seccion 4.3.1.1) con cuatro meses de edad y con un diametro de tallo entre 1.6
a 2.5 cm, se les realizaron heridas de barrenado con diferente profundidad. Cada
tratamiento contenia cinco repeticiones (plantas). A diferencia del protocolo
anterior, en este se uso un taladro y una broca (0.5mm de diametro) para realizar
el barrenado, la broca se sumergio en alcohol 96° y se flameé cada vez que se
cambiaba de planta. Para los tratamientos sin inoculacion, se le puso como
sustancia, agua esterilizada, a los otros tratamientos se agregé su
correspondiente suspension de esporas a 1x10*y 1x108, se les agreg6 con una
micropipeta 50uL de solucion y después se sellaron con plastico (Emplaye) para

evitar que se derramara la sustancia.

Cuadro 4.2.- Tratamiento para el protocolo de infeccion por barrenado de tallo a
diferentes profundidades en plantas de S. bonplandiana

Tratamiento Tipo de dafio Profundidad Inoculaciéon Concentracion

[esporas/mL]
TP1 Barrenado 50% / 0
TP2 Barrenado 80% / 0
TP3 Barrenado 50% F. solani 1x10%
TP4 Barrenado 80% F. solani 1x10%
TP5 Barrenado 50% F. solani 1x108
TP6 Barrenado 80% F. solani 1x108
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A los 30 dias después de efectuada la inoculacion con esporas se corto el tallo
transversalmente dos centimetros arriba y dos centimetros abajo del dafio y
posteriormente se realizo un corte longitudinal exactamente al radio de la herida
efectuada, posteriormente se determiné el area rectangular del dafio mecénico

y el &rea de la colonizacion del hongo en el tallo de la planta.

4.1.3.4 Evaluacion de la induccion de resistencia por
elicitores (AS y MeJa) en plantas de S. bonplandiana en

condiciones de invernadero.

En este experimento se emplearon plantas obtenidas a partir de semillas, las
cuales fueron germinadas en condiciones in vitro en medio MS (Murashige &
Skoog, 1962), sin recambios de medio de cultivo, en condiciones de fotoperiodo
(16h luz/8h oscuridad) a una temperatura de 25+2°C. Transcurridos cuatro
meses bajo esas condiciones las plantas fueron trasplantadas en sustrato (1:1
peatmoss-perlita) en charolas con domo en condiciones de fotoperiodo de 16h
luz/8h oscuridad, a una temperatura de 28+2°C. Se les agreg6 enraizador en
polvo directamente a la raiz (Radix® 10,000), y se mantuvieron bajo estas
condiciones durante cinco meses. Posteriormente se trasplantaron a sustrato
(1:1 peatmoss-perlita) en bolsas con una capacidad de 4L; durante el trasplante
se les agreg6 enraizador en polvo directamente en la raiz (Radix® 10,000) y
cada semana se realizaron fertilizaciones con una solucion de 24-8-16 de NPK
(Peters) a una concentracion de 1g/L hasta que se adicionaron los elicitores a

las plantas (durante 3 meses).

Para el experimento se emplearon las plantas obtenidas en condiciones in vitro
descritas anteriormente con 12 meses de edad, con 1 m de altura y un grosor de
tallos de entre 1.6 a 2.5 cm aproximadamente. En el dia -5 (dias previos a la
inoculacion del hongo) se agregaron los elicitores a la planta por medio de
aspersion en las hojas de planta, se hicieron tres atomizaciones por planta,
considerando que a cada planta se le agregaba un volumen aproximado de
200puL de elicitor, en concentraciones finales de 0.1mM de MeJA y 0.5mM de
SA., Para el dia cero se realizaron las perforaciones al 80% de profundidad,

dependiendo el grosor de cada planta, la metodologia para la perforacion e
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inoculacién fue realizado por medio de un taladro y una broca de 0.5mm de
diametro, la cual fue desinfectada en alcohol 96° para después ser flameada.
Una vez que se enfrié la broca, se introdujo al 80% del grosor del tallo, depende
del grosor del tallo fue la profundidad en la que se introdujo la broca, se midio
con un Vernier el grosor de cada planta y de cada una de ellas, se saco la
profundidad a la que seria introducida la broca. A los tratamientos que se les
inoculd F. solani, se realiz6 una dilucidn de la suspension de esporas, para lograr
obtener una solucién con un nimero de esporas de 1x108 por mL. Los tallos
fueron evaluados en los dias 0, 1, 3, 5y 15 dias después de la inoculacion del
hongo, cada dia de evaluacién contenia cinco repeticiones de cada tratamiento
y se montaron seis tratamientos (Cuadro 4.3), los cuales tenian 25 repeticiones
cada uno. Sin embargo, en los dias 0, 1, 3, 5y 15 se evaluaban, 5 repeticiones
de cada tratamiento. En los tratamientos sin indculo solo se les realizé el dafio
y se les aplicé agua esterilizada y fueron sellados con plastico (emplaye) para
evitar la introduccion de hongos y bacterias cosmopolitas. La aplicaciéon tanto de
solucién con esporas como la de agua estéril, fue de 50 pL dentro de la herida 'y
después se sellaba con emplaye.

Cuadro 4.3.- Descripcion de tratamientos para la induccién de elicitores en tallos
de plantas de Salix infectadas con F. solani en condiciones de invernadero.

Tratamiento Descripcion

TFE1 Testigo

TFE2 0.5 mM Acido salicilico (SA)

TFE3 1x108 esporas/mL de Fusarium solani (Fso)
TFE4 0.5 mM de SA + 1x10° esporas/mL de Fso
TFES5 0.1 mM de Metil-Jasmonato (MeJa)

TFE6 0.1 mM de MeJa + 1x108 esporas/mL de Fso

Después de la inoculacion de las plantas con esporas de F. solani se evaluaron
alos dias 0, 1, 3, 5y 15 dias, se tomaron fotos de la planta, asi mismo se corto
el tallo transversalmente dos centimetros arriba y cinco centimetros abajo del
dafio y posteriormente se realiz6 un corte longitudinal exactamente al radio de la
herida efectuada, posteriormente se calculé el area rectangular del dafio

mecanico y el area de la colonizacion del hongo en el tallo de la planta.

103



4.1.3.5 Obtencion del filtrado del cultivo de hongos (FC).

Como fuente de inoculo para la produccion del FC se utilizaron esporas de
Fusarium solani. Se inocularon 5 mL de una suspension de esporas de 1x10°
esporas/mL en matraces Erlenmeyer de 1 L con 0.5 L de medio PDB (Potato
Dextrose Broth). En seguida se colocaron en agitacion a 200 rpm a 28°C y en
oscuridad total durante 7, 15 y 30 dias, esto para conocer el tiempo necesario
para la produccion de metabolitos fitotoxicos. Posteriormente, se recolecto el
producto formado en cada tiempo y se centrifugé a 3000 rpm a 25°C durante 5
min para la separacion del micelio. Después, en campana de flujo laminar se
filtr6 el sobrenadante con filtros de papel. EI FC se recuperd en recipientes

esterilizados, se pesé y almacend a -20°C hasta su uso.

4.1.3.6 Establecimiento de los protocolos de evaluacion
in vitro con el FC proveniente de F. solani.

Se colectaron frutos del sauce (S. bonplandiana) y se seleccionaron las capsulas
con una coloracion verde y amarilla, que contienen las semillas viables, mientras
que las capsulas con una coloracién café y negra fueron eliminadas (semillas no
viables). Después del proceso de desinfeccion las semillas fueron establecidas
en condiciones in vitro en los diferentes tratamientos de medio de cultivo para el

evaluar el desarrollo de las plantulas (Figura 1 D).

Los frutos se recolectaron en noviembre del 2019 en Zapopan en el Estado de
Jalisco, México (coordenadas DMS 20° 41’ 55.69” N 103° 28 36.72” O). En
condiciones asépticas las capsulas fueron separadas del fruto y se disectaron
cuidadosamente para extraer las semillas. Las semillas se colocaron en una
solucion de cloro comercial al 1% (v/v) durante 15 min, posteriormente se
realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril. Las semillas fueron
transferidas al medio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) donde
germinaron. El medio fue adicionado con 8 g/L de agar sin reguladores de
crecimiento. El medio fue ajustado a un pH de 5.8 con NaOH después se

esterilizo durante 15 min. a una temperatura de 121°C.

104



Se realiz6 la multiplicacion de plantas de S. bonplandiana por microesquejes
hasta que tuvieron una altura de aproximadamente 2cm en medio MS
(Murashige & Skoog, 1962), los cultivos se mantuvieron a 25 £ 2 ° C en

fotoperiodo de 16h luz y 8h oscuridad.

4137 Evaluacion de fitotoxicidad de los FC de F. solani

en hoja de S. bonplandiana.

Para evaluar las concentraciones del filtrado a las que se expondria las plantas
in vitro se evaluaron 10 tratamientos, cada uno con 3 repeticiones, en los
tratamientos se usaron distintas concentraciones del FC. Se realiz6 una herida
superficial (raspado) con un pincel con las cerdas recortadas removiendo la capa
cerosa de las hojas de Salix bonplandiana, provenientes de plantas de
invernadero con una longitud aproximada de 12 cm de largo. Las hojas
seleccionadas fueron extraidas de la parte intermedia del tallo de la planta de S.
bonplandiana. Posteriormente en condiciones de asepsia, se realizo la siguiente
manipulacion, las hojas cortadas se sumergieron tres veces en una solucion
estéril de cloro comercial al 6% durante intervalos de tiempo de 5 s;
posteriormente se limpio la superficie de la hoja (tanto del haz como del envés)
con un algodon con alcohol al 70% y después se realizaron tres enjuagues con
agua destilada estéril, finalmente se dejaron secar sobre una toalla de papel.
Después se colocaron en una caja de Petri esterilizada donde se les removié la
cera del haz de la hoja, por medio de un raspado con ayuda de la punta de un
pincel con las cerdas recortadas, las hojas se colocaron en un recipiente de
plastico con una cama de papel toalla que se humedecia con agua estéril 2mL
diarios para mantener la humedad dentro del recipiente de plastico, en el area
de la herida se aplico una gota de 25 uL de filtrado en diferentes concentraciones
(Cuadro 4.4). EIl recipiente estuvo bajo condiciones de oscuridad a una

temperatura de 25+ 2°C.
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Cuadro 4.4.- Tratamientos y controles establecidos para la evaluacion de la
fitotoxicidad del FC en hojas de S. bonplandiana en condiciones in vitro.

TRATAMIENTO FC [%] ESTERILIZADO ML FC/ ML AGUA
(Sl / NO)

CHF1 0 S omL /0.25mL
THF1 10 Si 0.1mL /0.9mL
THF2 25 S 0.25mL /0.75mL
THF3 50 Sf 0.50mL /0.50mL
THF4 100 S 0.25mL /OmL
CHF2 0 Si omL /0.25mL
THF5 10 No 0.1mL /0.9mL
THF6 25 No 0.25mL /0.75mL
THF? 50% No 0.50mL /0.50mL
THFS 100% No 0.25mL /omL

El FC que se obtuvo se dividié en dos partes iguales, un frasco en el que se
mantuvo en las condiciones que se mencionaron en el procedimiento de la
seccion 4.1.3.5 y otro que se esterilizé en autoclave, este Ultimo paso para
evaluar si se mantenia la misma fitotoxicidad con el FC estéril (calor himedo

121°C por 15 min) al FC que no se esterilizo (Figura 4.1).

Figura 4.1.- Filtrado estéril (izquierda) y filtrado no estéril
(derecha).

Posteriormente se efectio una segunda evaluacion con el filtrado estéril y no

estéril con menores concentraciones (Cuadro 4.5)
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Cuadro 4.5.- Tratamientos que se usaron en el punto (4.1.4.4) con los filtrados
de la (figura 4.1).

TRATAMIENTO FC [%] ESTERILIZADO (Sl / NO)
CHF1 0 Si
THF1 10 Si
THF2 20 Si
THF3 30 Si
CHF2 0 Si
THF4 10 No
THF5 20 No
THF6 30 No
4.1.3.8 Establecimiento del protocolo in vitro con el FCy

elicitores a diferentes concentraciones

Una vez determinada la concentracion de filtrado a emplear en las plantas in
vitro, se evaluo si el filtrado y elicitores a distintas concentraciones no causaban

la muerte de las plantas in vitro (Cuadro 4.6).

Cuadro 4.6.- Tratamientos de evaluacion del efecto de elicitores en hojas de
salix.

Tratamiento Producto agregado Concentracién Volumen/Planta
TEH1 Agua estéril - 50uL
TEH2 *FC 10% 50puL
TEH3 *MeJa 1X10° M 50uL
TEH4 *MeJda 1X107" M 50puL
TEHS *SA 1X10° M 50puL
TEH6 *SA 1X107" M 50uL

*FC.- filtrado del cultivo de hongos, Metil jasmonato (MeJA. Methyl jasmonate),
acido salicilico (SA. Salicylic Acid)

Las filas remarcadas con rojo fue el tratamiento que se selecciond para los
experimentos posteriores.

Los tratamientos se evaluaron el dia 0 y el 4to después de que se monto, el
resultado se tom6 en base a la clorosis mostrada, no se tomaron datos
cuantificables. Este contenia cuatro repeticiones cada tratamiento, las plantas de

un mismo tratamiento se encontraban en una misma unidad experimental.
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4.1.3.9 Evaluacion de la inducciéon de proteccion con
elicitores a plantas in vitro ante los compuestos fitotéxicos del
FC de F. solani

Una vez que se aseguré que las concentraciones de elicitores y filtrado no
mataban a las plantas de Salix in vitro, se establecio el experimento para evaluar
la proteccion de los elicitores ante los compuestos fitotoxicos del FC de F. solani

a una concentraciéon del 10%

Después de que se cumpliera un mes de haberse realizado la micropropagacion
de Salix, se seleccionaron plantas con altura de al menos 6cm y mas de 5 hojas.
En el dia -5 se hizo la aplicacion de los elicitores a sus tratamientos
correspondientes (Cuadro 4.7).

Cuadro 4.7.- Tratamientos del experimento de la induccién elicitores ante el FC.

Dias de evaluacion

Clave | Tratamiento D-5* DO* D1* D2* D3* Db5* D15*

TIE1 Testigo M(5B) MGB) MGB) MGB) MGB) M(B)

TIE2 1x10°M de SA + M(5B) M(B) MGB) MGB) MB) M(B)

TIE3 F. solani M(B) M((B) MGB) M(B) M(®5)

TIE4 1x10°M de SA + M(5) M) MB) M(B) M(O)
+ F. sol.

TIES 1x10°M de + M(5B) MGB) MGB) MGB) MGB) M(B)
MeJa

TIE6 1x10°M de + M(B) M(B) MGB) M(B) M(5)
MelJda + F. sol.

(+) Dia en el que se aplico el elicitor. M=Toma de muestras (5 plantas)
Las plantas se mantuvieron a 25 = 2 ° C con un fotoperiodo de 16h luz (blanca)
/8h oscuridad.

4.1.3.10 Disefios experimentales y analisis de datos

Para la colonizacidon de F. solani en heridas de raspado y barrenado se empleo
un disefio experimental completamente al azar los datos presentados
corresponden a tres repeticiones por tratamiento. Los datos obtenidos durante el
experimento se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA). La comparacion

de medias se determiné por la prueba de Tukey (P<0.05).

Para evaluar la profundidad del barrenado y las concentraciones de esporas se

empleo un disefio experimental completamente al azar, los datos presentados
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corresponden a cinco repeticiones por tratamiento. Los datos obtenidos durante
el experimento se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA). La

comparacion de medias se determiné por la prueba de Tukey (P<0.05).

En el experimento la evaluacion en la induccion de resistencia por elicitores (AS
y MeJa) en plantas de Salix en condiciones de invernadero se empled un disefio
experimental completamente al azar, los datos presentados corresponden a
cinco repeticiones por tratamiento, en cada uno de los cinco dias evaluados. Los
datos obtenidos durante el experimento se sometieron a un analisis de varianza
(ANOVA). La comparacion de medias se determind por la prueba de Tukey
(P<0.05).

Con el establecimiento del protocolo in vitro con el FC y elicitores a diferentes
concentraciones se empled un disefio experimental completamente al azar, no
hubo datos, las evaluaciones corresponden a cuatro repeticiones por
tratamiento, se sometié a una comparacion de clorosis a lo largo de los dias en

la planta para determinar la concentracion adecuada.

Para la evaluacion de proteccién con elicitores a plantas in vitro ante los
compuestos fitotdxicos del FC de F. solani se emple6 un disefio experimental
completamente al azar, los datos presentados corresponden a cinco repeticiones

por tratamiento, en cada uno de los seis dias evaluados. No se tomaron datos.
4.1.4 Resultados y discusion

Los resultados obtenidos en la variable de area infectada en los siguientes
cuadros y/o figuras se les restd el area de dafio por manejo de cada unidad
experimental, por lo que se cuantificé unicamente el avance que se obtenia de

la inoculacion.

4141 Evaluaciéon de la colonizacién de F. solani en

heridas de tallo (raspado y barrenado).

Después de causar heridas de raspado y barrenado en el tallo en la planta de

Salix con ayuda de material estéril, los tratamientos TAB1 y TAB2 solamente
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mostraron dafio mecanico causado por las heridas efectuadas durante el
procedimiento de barrenado, sin embargo, no se observé dafio alguno causado
por la infeccion de microorganismos (fenolizacion del tejido), ya que después de
realizarse la herida en el tallo, esta se envolvid con plastico para evitar la
infecciébn por algtn microorganismo cosmopolita, por lo que solamente se

observo en el area de la herida un dafio mecanico.

Figura 4.2.- Infeccion con F. solani en plantas de S. bonplandiana a los 30 dias
de inoculacion. A. TABL1.- Barreno profundo; B. TAB2.- Barreno superficial; C.
TAR1.- Raspado profundo; D. TAR2.- Raspado superficial, E. TAB4.- Barreno
superficial + F. solani; F. TAB3.- Barreno profundo + F. solani; G. TARA4.-
Raspado superficial + F. solani; H. TAR3.- Raspado profundo + F. solani.

En cambio, con los tratamientos TAB3 y TAB4, que fueron inoculados con
esporas de F. solani la planta mostro una Respuesta de Hipersensibilidad (RH),
(Figura 4.2 E-F), se reconoce por la presencia de varias células muertas con
coloracién café en el sitio de infeccion (Sanzén Gémez & Zavaleta Mejia, 2011).
La RH se define como una muerte rapida de células vegetales asociada con la
restriccion del crecimiento de patdégenos (Mur, Kenton, Lloyd , Ougham , & Prats,
2007). A los 30 dias de inoculado el tallo se logré observar que al ser una mayor

profundidad en el TAB3 el area media de infeccién fue mayor con 47.67+5.51
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mm? en comparacion con el tratamiento TAB4 con 42.0£20.0 mm?, sin embargo,

no lo suficiente para mostrar diferencia significativa (Cuadro 4.8).

Cuadro 4.8.- Evaluacién de pardmetros de dafio de tallo e infeccidn de F. solani.

Herida de tallo por .
Herida de tallo por raspado

barrenado
Tratamiento  AD [mm?]°* Al [mm?]°* Tratamiento  AD [mm?]°* Al [mm?]°*
TAB1 8.0+0.0ab NP TAR1 39.3+23.9b NP
TAB2 6.67+£1.15b NP TAR2 54.67+9.87b NP
TAB3 9.33+1.15a 47.67t5.51a TAR3 120.67+17.01a NP
TAB4 10.00+2.0a 42.0+£20.0a TAR4 67.3£20.0b NP

* AD. - Area de dafio, Al. - Area infectada. En el area infectada del TB3 y TB4 se realiz6 una
resta del &rea de dafio.

° En el Cuadro se representa la media con la desviacion estdndar y las diferentes letras entre
las columnas denotan diferencia significativa LSD (P<0.05).

NP.- No Present6

En los tratamientos en los que se efectio un dafio por raspado tanto en los
controles (TAR1 y TAR2) (Cuadro 4.7) como en los tratamientos donde se llevé
a cabo la inoculacién de esporas de F. solani (TAR3y TAR4) (Figura4.2 C-Dy
G-H), solamente se presenta un dafio mecanico y no presenta ninguna clase de
necrosis dentro del tallo, lo que sugiere que con este tipo de dafo F. solani no
logra infectar la planta, por este método a los 30 dias después de efectuada la

herida.

4.1.4.2 Evaluacion de la colonizacién de F. solani en
heridas de tallo con diferentes porcentajes de profundidad del

dafo por barrenado

A los 30 dias de causar el dafio por barrenado en los controles (TP1y TP2), solo
se observa un dafio mecanico, sin embargo, no se observo el dafio causado por

infeccion de hongo (Cuadro 4.9).
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Figura 4.3.- Infeccion de F. solani
en plantas de salix después de 30
dias de inoculacion en heridas de
tallo por barrenado a diferentes
profundidades (50 y 80% de dafio).

A.TP1.- 50% de barrenado +
agua, B. TP2.- 80% de
barrenado + agua, C. TP3.-
50% de barrenado + 1X104
esporas de F. solani, D.
TP4.- 80% de barrenado +
1X10* esporas de F. solani,
E. TP5.- 50% de barrenado +
1X10° esporas de F. solani,
F. TP6.- 80% de barrenado +
1X108 esporas de F. solani.

Estadisticamente (Cuadro 4.9) hubo diferencias significativas del area infectada

entre los tratamientos inoculados con esporas de F. solani (TP3, TP4, TP5 y

TP6), en el que se observdé un menor dafio en el tratamiento TP3 seguido del

tratamiento TP4 con 1.2 veces mas comparado con el tratamiento TP3, ambos

tratamientos se inocularon con una concentraciéon de 1X10* esporas/ mL de F.

solani, sin embargo, la profundidad del dafio por barrenado fue menor en el

tratamiento TP3 (50% de dafio por barrenado) comparado con el TP4 el cual

tiene un 80% de dafio por barrenado (Cuadro 4.9, Figura 4.3 C-D).
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Cuadro 4.9.- Evaluacién de parametros en la profundidad del barrenado en
plantas de Salix.

Tratamiento AD [mm?2]°* Al [mm?2]°*
TP1 12.40+0.89 0.00+0.00e
TP2 20.00+£3.74 0.00+0.00e
TP3 12.00+1.41 69.60+19.92d
TPa 19.20+3.03 178.0+£45.3c
TP5 14.80£1.10 133.2+17.98b
TP6 20.40+4.98 261.6+£37.5a

* AD. - Area de dafio, Al. - Area infectada.
° En el Cuadro se representa la media con la desviacién estdndar y las diferentes letras entre

las columnas denotan diferencia significativa LSD (P<0.05).

En el caso de los tratamientos TP5 y TP6 presentaron mas dafo de infeccion por
el hongo comparado con los tratamientos inoculados con menor concentracién
de esporas de F. solani, tratamientos TP3 y TP4 (1X10* esporas/mL). También
se observoé el mismo comportamiento con respecto al area de dafio causado por
barrenado, presentando el tratamiento TP6 (80% de dafio por barrenado) un area
de dafio por infeccién de 1.96 veces mas comparado con el tratamiento TP5 y
1.47 veces mas comparado con el tratamiento TP4, que tiene el mismo
porcentaje de dafio por barrenado (80% de dafio por barrenado) pero con una
menor concentracion de esporas de F. solani. Estos resultados concuerdan con
los reportados por (Gonzalez Cardenas , Maruri Garcia, & Gonzélez Acosta,
2005) donde el aumento de la concentracion de esporas incremento la muerte
celular de las plantas, provocando una mayor mortalidad en aquellas con mayor

concentracion de esporas.

4.1.4.3 Induccion de resistencia por elicitores (AS vy

MeJa) en platas de salix en condiciones de invernadero.

En el caso del experimento establecido en tallos de plantas jovenes provenientes
de cultivo in vitro no se observaron sintomas por la colonizacion del hongo en el
dia 15 (Figura 4.4), solamente se observa el dafio mecanico causado por la
herida generada por el barrenado (cuadro 4.10).
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Figura 4.4.- Induccién de elicitores en plantas de Salix infectadas con F solani
(después de 15 dias) en heridas de 80% de dafio por barrenado en tallo bajo
condiciones de invernadero.

A.TFEL.- Agua, B. TFE2.- 0.5mM de acido salicilico (SA), C. TFE3.- 1X108
esporas de F. solani, D. TFE4.-0.5mM de &cido salicilico + 1X10°8 esporas de
F. solani, E. TFE5.- 0.1mM de Metil Jasmonato. F. TFE6.- 0.1mM de
MetilJasmonato + 1X10° esporas de F. solani. Medida de la barra 1cm.

Por lo que se sugiere gue en experimentos futuros se realicen cortes histoldgicos
gue permitan observar si existe colonizacion del hongo en los tejidos de la planta,
asi como estudios a nivel bioquimico y molecular que permitan determinar si se
esta disparando la respuesta de induccion de resistencia por elicitores en los

tratamientos que se les aplicdé tanto el elicitor como el hongo. Esperando
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observar que el uso del elicitor (SA y MeJA) permita la activacion de una

respuesta defensiva de la planta ante patégenos.

Cuadro 4.10.- Evaluacion del dafio de tallo en el experimento de la induccion de
resistencia por elicitores en plantas de S.bonplandiana

Tratamiento AD [mm?]°* Al [mm?]°*
TFE1 14.4+2.61 0.00£0.00a
TEE2 10.8+1.09 0.00+0.00a
TFE3 15.60+1.67 0.00+0.00a
TEE4 15.20+2.28 0.00£0.00a
TFES 14.40+1.67 0.00£0.00a
TFEG 16.0+1.41 0.00£0.00a

* AD. - Area de dafio, Al. - Area infectada.
° En el Cuadro se representa la media con la desviacion estandar y las diferentes letras entre

las columnas denotan diferencia significativa Tukey (P<0.05).

41.4.4 Fitotoxicidad de los FC de F. solani en hojas de
Salix.

La colorimetria de las heridas en las hojas muestra distintas etapas de necrosis
por las proteinas fitotoxicas (Velasquez Valle & Reveles Torres, 2017) en los
controles (CHF1, remocién de cera y aplicacion de agua esterilizada), (CHF2,
remocion de cera y aplicacién de agua esterilizada) se observa una clorosis y un
verde mate, ya que el dafio es Unicamente mecéanico, sin avance como los que
llevan un porcentaje del FC dentro de las heridas, sin embargo la diferencia de
avance en la necrosis no es significativo conforme aumenta la concentracién del
FC. (Cuadro 4.11).
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TF1. 10%

CF1.0%

TF2. 25%

TF3. 50%

CF2.0%
TF5. 10%
TF6. 25%

TF7.50%

Figura 4.5.- Evaluacion de fitotoxicidad de FC (0 al 100%) en hojas de Salix en
condiciones in vitro 0 a 100% de FC (dia 3).

(A y E). Distribucion de gotas de tratamientos en hoja de Salix; (B-D)
Tratamientos estériles CF1 a la TF4; (F-H) Tratamientos no estériles CF2, TF5
a la TF8. La barra corresponde a 1cm

Cuadro 4.11.- Evaluacioén de los parametros de fitotoxicidad de los FC en hojas
de Salix

Tratamiento AT [mm?]* Coloracién*
CHF1 48.0+£0.0 Clorosis

THF1 48.0+0.0 Gris

THF2 48.0+£0.0 Gris oscuro
THF3 48.0+0.0 Negro

CHF2 48.0+£0.0 Verde mate/Gris
THF4 48.0+£0.0 Gris claro

THF5 60.0+0.0 Gris/Gris claro
THF6 60.0+0.0 Gris/Gris oscuro

* AT. - Area Total.

Los tratamientos con aplicacion del filtrado fueron THF1 (concentracion 1:10 del

filtrado diluido en agua), THF2 (concentracién 2:10 del filtrado diluido en agua),
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THF3 (concentracion 3:10 del filtrado diluido en agua), THF4 (concentracién 1:10

del filtrado diluido en agua esterilizados), THF5 (concentracion 2:10 del filtrado

diluido en agua esterilizados), THF6 (concentracion 3:10 del filtrado diluido en

agua esterilizados). En el que THF1 al THF3 fueron esterilizados por calor

himedo mientras que los THF4 al THF6 no se esterilizaron por calor himedo.

Figura 4.6.- Las
imagenes A, B y C
Muestran las repeticiones
de los siguientes
tratamientos en orden
desde la herida inferior a
la superior: CHF1, THF1,
THF2, THF3.

Las imagenes D, E, F

muestran las repeticiones
de los  tratamientos
siguientes en orden de la
herida inferior a la
superior: CHF2, THF4,
THF5, THF6
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CFH1. 0%

TFH1. 10%

TFH3. 30%

TFH2. 20%

!
/|
. ' CFHZ. 0%

TFH4. 10%

TFH6. 30% l

Figura 4.7.- Evaluacion de fitotoxicidad de FC (0 al 30%) en hojas de Salix en
condiciones in vitro (dia 3).
(A y E). Distribucion de gotas de tratamientos en hoja de Salix; (B-D)
Tratamientos estériles CHF1 a la THF3; (F-H) Tratamientos no estériles CHF2,
THF4 a la TF6. La barra corresponde a 1cm.

4145 Establecimiento del protocolo in vitro con el FCy

TFH5. 20%

-i-_—g,

elicitores a diferentes concentraciones
Después de establecer que la concentracion optima del filtrado de Fusarium
solani a usar en las hojas de salix en condiciones in vitro es al 10% (FC estéril),
se establecidé un experimento para evaluar si esta concentracion del filtrado de
Fusarium solani no era téxico en las plantas de salix in vitro por lo menos durante
los primeros 5 dias después de adicionar el filtrado (TEH2). También se evaluo
si la adicién de un volumen de 50microlitos a una concentracién de 1X10°M vy
1X10’M de Metiljiasmonato (TEH3 y TEH4), asi como la adicién de 1X10°M y
1X10'M de &cido salicilico (TEH5 y TEH6) en plantas de salix en condiciones in
vitro no era toxico para las plantas en los primeros 5 dias. En este experimento
se observo que la adicion del filtrado a una concentracion de 10% y los elicitores

(MeJa y SA) a las concentraciones mas elevadas (1X10°M) no mataban las
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plantas in vitro en los primeros 5 dias después de agregar los 50 microlitros de
cada uno de los tratamientos (figura 4.8), basado en las observaciones de este
experimento se determind que las concentraciones a emplear para el siguiente
experimento (induccion de proteccion con elicitores a plantas de salix in vitro ante
los compuestos fitotoxicos del FC del F. solani) es de 10% de FC del filtrado de

Fusarium solani y de 1X10-°M tanto para el MeJa como para el SA.

Figura 4.8 Efecto del FC estéril y de elicitores (MeJa y SA) en plantas de Salix

en condiciones in vitro.
A. TEH1 (agua destilada estéril); B. TEH2 (10% de FC de Fusarium solani); C. TEH3 (1X10-

5M de MeJa); D. TEH4 (1X10-°M de SA). Las lineas de referencia miden 1cm.
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4.1.4.6 Inducciéon de proteccion con elicitores a plantas

de S. bonplandiana en condiciones in vitro ante los

compuestos fitotoxicos del FC de F. solani.
En este experimento se adiciono en el dia -5 los elicitores (SA y MeJa), es decir
5 dias antes de adicionar el filtrado (FC) de F. solani, trascurridos 5 dias después
de adicionar los elicitores, se adiciono el FC de F. solani a los tratamientos
correspondientes (TIE3, TIE4, TIE6), considerandose este dia como el dia cero.
Se realizaron muestreos de plantas de salix para cada uno de los tratamientos
(Cuadro 4.7) los dias cero, uno, dos, tres, cinco y quince, con la finalidad de
realizar estudios bioquimicos en un futuro cercano. En este estudio solamente
se tomaron fotografias en el dia 15 del experimento, sin embargo, no se
observaron diferencias visuales entre los tratamientos, por lo que se sugiere
realizar los estudios bioquimicos para determinar si existen diferencias entre los

tratamientos a nivel bioquimico.

A B C

A
| | 7 "

» X fle & ¥ o w4
| i S | | < Ay

Figura 4.9 Induccion de proteccion con elicitores (SA 'y Meja) a plantas de salix en condiciones
in vitro ante los compuestos fitotéxicos del FC de F. solani a los 15 dias después de realizar la
inoculacion del FC.

A. TIE1 (agua destilada estéril); B. TIE2 (1X10-°M de SA); C. TIE3 (10% de FC de F. solani);

D. TIE4 (1X10°M de SA+10% de FC de F solani); E. TIE5 (1X10°M de MeJa); F. TIE6 (1X10-

5M de MeJa+10% de FC de F. solani). Las lineas de referencia miden 1cm.
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415 Conclusiones

Los estudios previamente realizados en este capitulo son una alternativa a
contener la diseminacion de las plagas, ya que para lograrlo debemos controlar
el insecto vector, el escarabajo (Euwallacae fornicatus) y el hongo simbionte
(Fusarium solani) en salix, que por su facil adaptabilidad a sustratos y alto
porcentaje de enraizamiento se puede acelerar la reproduccién y asi obtener
nuevos modelos de investigacion, un mejor entendimiento del mecanismo de
accion del hogo y de las respuestas defensivas que se provocan en la planta y
asi mitigar el avance y controlar la incidencia de la enfermedad que este
complejo ambrosial provoca en el extenso grupo de fitofamilias que logra afectar,
con estos y otros estudios que se enfoquen al comportamiento, forma de
infeccion y las condiciones que requiere inclusive de podria erradicar por
completo la enfermedad al obtener ensayos en los que se evalUen distintas

moléculas involucradas.

En el experimento 4.1.4.1 se evaluo a los 30 dias de haberse inducido el dafio e
inoculacién a sus debidos tratamientos, en los tratamientos que se realizé
anicamente el barrenado, podemos observar que el dafio que se muestra es
meramente mecanico. Sin embargo, en los tratamientos que se indujo una
aplicacion de esporas, hay una necrosis alrededor del dafio mecénico, inclusive
podemos observar que si la colonizacion llegase al xilema se extiende por esa
ruta. A comparacion de aquellos que solo se les realizd un raspado, ya sea con
in6culo o sin indculo, el avance y colonizacién del hongo es nulo, esto puede ser
debido al cambio de habitat dentro del mismo, estos hongos provenientes de
complejos ambrosiales estan acostumbrados a que el insecto vector provoque
una serie de galerias, un dafio un poco mas similar al barrenado que al raspado.
Los parametros que se evaluaron fueron el area dafiada por la herida mecéanica

y area infectada por el hongo respectivamente con cada tratamiento.

En el experimento 4.1.4.2 los tratamientos que no se les realizé una inoculacion

se observa claramente un dafio Unicamente mecanico, sin ninguna clase de
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avance alrededor de las células muertas por este dafio, con forme era mayor la
concentracion de esporas por mililitro, era mayor el area infectada, al igual que
conforme mas profundo fuera el barrenado, mayor area para inoculacion obtenia
el hongo simbionte. En cada tratamiento con inoculacion muestra una diferencia
significativa por una diferencia en la profundidad del barrenado y una diferencia
en la concentracion de las esporas por mililitro aplicadas en la herida. Los
pardmetros evaluados en este experimento fueron el area dafiada por el
barrenado y el area infectada por el hongo, la toma de datos fue a los 30 dias de

haberse ejecutado el experimento.

En el estudio 4.1.4.3 la ultima fase de los experimentos con estacas y plantas ex
vitro en condiciones de invernadero se hizo la toma de datos a tan solo 15 dias
de haberse montado el estudio. Los resultados a tan corto tiempo no fueron
favorables visualmente, ya que no se alcanza a observar claramente un avance
o diferencia marcada entre los que fueron controles, los que Unicamente se les
hizo un dafio mecéanico y aplicacion de elicitores o inclusive los que fueron
inoculados y rociados con elicitores. Para poder obtener datos observables es
posible que tengamos que dejar este estudio al menos 30 dias al igual que en
los anteriores. En este experimento es necesario que se lleve a cabo mas
adelante un estudio de rutas y moléculas que se activan en los diferentes dafios
qgue se manejaron, es posible que en aquellos que Unicamente se les realizé un
dafio mecéanico también tengan alguna clase de respuesta defensiva por parte
de la planta en conjunto con los elicitores y hacer una comparacion con el control
y también con los que se les hizo una inoculacion, ya que el hacer estudios
bioquimicos dentro de este estudio seria importante ver la diferencia de rutas o

mecanismo de respuesta que existe dentro de la planta.

En la siguiente etapa del experimento se realizé un filtrado del micelio del hongo,
para ver la reaccion fitotoxica que provocaba en algunas heridas de la planta, lo
gue se obtuvo a los 3 dias fue que si se ponia dentro de la herida mayor
concentracion del 50% esterilizado este filtrado, provocaba un dafio altamente
toxico para las hojas de la planta, y un avance necroético en la hoja, es importante

medir la diferencia de dafio entre el filtrado que fue esterilizado y el que no fue
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esterilizado, ya que posiblemente el aumento de temperaturas haya creado una
activacion de alguna proteina o cambios en el que provocaron en extremo un
mayor dafio necratico sobre el que no se esterilizd, el experimento se volvié a
repetir pero, con menor concentracion y obtuvimos una respuesta positiva de
parte de la hoja a la concentracion de filtrado, no hubo avance en alguna clase
de colonizacién sobre las células vegetales pero, al tercer dia si se mostré una
diferencia en la clorosis de las heridas, entre mayor fuera la concentracion, la
necrosis del area fue mas marcada, se sugiere que las proximas evaluaciones
se establezcan bajo estas condiciones para lograr resultados mas certeros y
confiables que ayuden a comprender en condiciones controladas el
comportamiento del filtrado, que nos permita hacer mejores predicciones al
momento de evaluar en campo y en plantas cultivadas in vitro para generar
estrategias efectivas para controlar la enfermedad y saber que reacciones

existen dentro de la planta.

4.1.6 Trabajo a futuro

El estudio debe seguir, montar mas experimentos y de los mismo estudiar las
moléculas y la bioquimica de la planta es indispensable para comprender mejor
las reacciones metabdlicas incluidas en la herida, inoculacion y presencia del
filtrado en la planta, y quizd podamos lograr que estos vuelvan a su estado
natural de origen, un complejo ambrosial que su habitat es el consumo y
descomposicion de arboles senescentes, o si quiera controlar la enfermedad o
el indice de mortandad en los arboles de importancia forestal, medicinal, agricola
y cultural.

123



4.1.7 Bibliografia

Cai, Z., Kastell, A., Knorr, D., & Smetanska, I. (Octubre de 2012). Exudation: an
expanding technique for continuous production and release of secondary
metabolites from plant cell suspension and hairy root cultures. Plant Cell,
31, 461-477. doi:https://doi.org/10.1007/s00299-011-1165-0

Chuanfu , A., & Zhonglin, M. (Mayo de 2011). Salicylic Acid and its Function in
Plant Immunity. Journal of Integrative Plant Biology, 53(6), 412-428.
doi:doi: 10.1111/}.1744-7909.2011.01043.X.

Diaz Puentes, L. N. (Diciembre de 2012). Resistencia sistémica adquirida
mediada por el acido salicilico. Biotecnologia en el Sector Agropecuario y
Agroindusrial, 10(2), 257-267. Recuperado el 2021, de
http://www.scielo.org.co/pdf/bsaa/v10n2/v10n2a30.pdf

Gonzalez Cardenas , J. C., Maruri Garcia, J. M., & Gonzalez Acosta, A. (2005).
Evaluacion de diferentes concentraciones de Trichoderma spp. contra
Fusarium oxysporum agente casual de la pudricion de plantulas en
papaya (Carica papaya L.) en Tuxpan, Veracruz, México. Facultad de
Ciencias Biologicas y Aropecuarias de la Universidad Veracruzana,
Campus Tuxpan., 5(1), 45-47. Recuperado el Noviembre de 2021, de
https://dialnet.unirioja.es/descarga/articulo/2221589.pdf

Mur, L. J., Kenton , P., Lloyd , A. J., Ougham , H., & Prats, E. (Diciembre de
2007). The hypersensitive response; the centenary is upon us but how
much do we know? Journal of Experimental Botany, 59(3), pags. 501-520.
doi: doi:10.1093/jxb/erm239

Murashige, T., & Skoog, F. (1962). A Revised Medium for Rapid Growth and Bio
Agsays with Tohaoco Tissue Cultures. PHYSIOLOGIA PLANTARUM,
473-497.

Sanzon Gomez, D., & Zavaleta Mejia, E. (Junio de 2011). Respuesta de

hipersensibilidad, una muerte celular programada para defenderse del

124



ataque por fitopatégenos. Revista mexicana de fitopatologia, 29(2).
doi:ISSN 2007-8080

Tripathi, D., Raikhy, G., & Kumar, D. (2019). Chemical elicitors of systemic
acquired resistance Salicylic acid and its functional analogs. ELSEVIER,
17, 48-59. doi:https://doi.org/10.1016/j.cpb.2019.03.002

Tripathi, D., Raikhy, G., & Kumar, D. (Marzo de 2019). Chemical elicitrors of
systemic acquired resistance-Salicylic acid and its functional analogs.
Current Plant Biology(17), 48-59.
doi:https://doi.org/10.1016/j.cpb.2019.03.002

Vasconsuelo, A., & Boland, R. (Mayo de 2007). Molecular aspects of the early
stages of elicitation of secondary metabolites in plants. Plant Science,
172(5), 861-875. doi:https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2007.01.006

Velasquez Valle, R., & Reveles Torres, L. R. (Diciembre de 2017). Necrosis foliar;
nuevo sintoma asociado a la pudricion de la raiz de chile (Capsicum
annuum) en Durango y Zacatecas, México. Revita mexicana de micologia,
46. doi:ISSN 0187-3180

War, A. R., Paulraj, M. G., War, Y. M., & Ignacimuthu, S. (Noviembre de 2011).
Herbivore- and elicitor-induced resistance in groundnut to asian
armyworm, Spodoptera litura (Fab.) (lepidoptera:noctuidae). Plant
Signaling & Behavior, 6(11), 1769-1777. doi:10.4161/psb.6.11.17323

125



5. Bibliografia general

AGROACTIVO. (20 de abril de 2018). agroactivocol. Obtenido de
https://agroactivocol.com/produccion-agricola/elicitores-inductores-de-
defensas/#:~:text=Los%20mecanismos%20de%20defensa%?20inducidos
,el%20metabolismo0%20de%20la%?20planta.

Alvarez Sierra, Y. A. (2015). Protocolo de Uso y Aprovechamiento del Sauce en
la Actividad Artesanal. Fundacion cultural del putumayo, Departamento de
cultura. Putumayo: Fundacion cultural del putumayo. Recuperado el 01 de
Agosto de 2020

Alvarez Sierra, Y. A. (2015). Protocolo de Uso y Aprovechamiento del Sauce en

la Actividad Artesanal. Putumayo: Fundacion cultural del putumayo.

Andersen, E., Ali, S., Byamukama, E., Yen , Y., & Nepal, M. P. (Julio de 2018).
Disease Resistance Mechanisms in Plants. genes, 9(339).
doi:10.3390/genes9070339

Andrade Rodriguez, M., Vargas Araujo, J., Villegas Torres, O. G., Lépez
Martinez, V., Guillen Sanchez, D., & Alia Tejacal, |. (Agosto de 2015).
Germinacion de semillas y crecimiento de plantulas de cattleya
(Brassolaelio cattleya) in vitro. Interciencia, 40(8), 549-553. Recuperado
el 04 de Agosto de 2020, de https://www.interciencia.net/wp-
content/uploads/2017/10/549-C-ANDRADESS. pdf

Angel Restrepo, M., Ochoa Ascencio, S., Fernandez Pavia, S., Vazquez Marrufo,
G., Equihua Martinez, A., Barrientos PRiego, A. F., . . . Saucedo Carabez,
J. R. (2019). Identificacion de escarabajos ambrosiales
(coleopteros:curculionidae) asociado a arboles de aguacate en

michoacan, México. Folia entomoldgica Mexicana, 80-88.

Angeles Espino, A., Valencia Botin , A., Virgen Calleros , G., Ramirez Serrano,
C., Paredes Gutierrez, L., & Hurtado de la Pefa, S. (2012).
MICROPROGAPACION DE AGAVE (Agave tequilana Weber. var. Azul)
A TRAVES DE YEMAS AXILARES . Tropical and Subtropical
Agroecosystems, 694.

126



Arakelian, Eskalen, Eskalen, Kabashima, & Dimson. (Septiembre de 2019).

Aviso publico del riesgo y situacion actual. (SADER, Ed.) doi:Pendiente

Askun, T. (2018). Introductory Chapter: Fusarium - Pathogenicity, Infections,
Diseases, Mycotoxins and Management. Faculty of Sciences and Arts,
Department of Biology. Balikesir:  University of  Balikesir.
doi:http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.76507

Ayala Sierra, A., & Valdez Aguilar , L. (05 de Diciembre de 2007). El polvo de
COCO como sustrato alternativo para la obtencién de plantas ornamentales
para transplante. (Chapingo, Ed.) Chapingo serie horticultura, 14(2).
doi:ISSN 2007-4034

Ball, J., Carle , J., & Del Lungo, A. (2005). Contribucion de alamos y sauces a la
silvicultura sostenible y al desarrollo rural. Recuperado el 01 de Agosto de
2020, de FAO: http://www.fao.org/3/a0026s/a0026s02.htm

Borges Garcia, M., & Sosa Tabarez, Y. (2008). Efecto de la adicion de diferentes
concentraciones de carbén activado sobre la multiplicacion in vitro de
flame. Biotecnologia Vegetal, 8(2), 87-90. doi:ISSN 1609-1841

Burgos Solorio, A., & Equihua Martinez, A. (31 de diciembre de 2007).
Platypodidae y Scolytidae (Coleoptera) de Jalisco, México. Dugesiana,
2(14), 59-82. Recuperado el 05 de Julio de 2020, de
https://www.researchgate.net/publication/237283899

CABI. (2019). Euwallacea fornicatus (tea shot-hole borer). CABI. Recuperado el
05 de julio de 2020, de

https://www.cabi.org/isc/datasheet/57163#tosummaryOfinvasiveness

Cai, Z., Kastell, A., Knorr, D., & Smetanska, I. (Octubre de 2012). Exudation: an
expanding technique for continuous production and release of secondary
metabolites from plant cell suspension and hairy root cultures. Plant Cell,
31, 461-477. doi:https://doi.org/10.1007/s00299-011-1165-0

CAMPO VIVO. (08 de 2017). CAMPO VIVO. Obtenido de

https://campovivo.com.mx/agricultura-organica/

127



Cantos Cevallos, G., Pinargote Choéz, J., & Palma Ponce, R. (Agosto de 2018).
Influencia de la fitohormona kinetina en el crecimiento de plantulas de
coffea arabiga L. injertadas sobre patron robusta en vivero. CFORES,
6(2), 134-145. doi:ISSN: 1996—-2452

Castellanos. (2003). Los sustratos en la produccion Horticola bajo invernadero.
Celaya: INIFAP. Recuperado el 05 de 11 de 2020

Castellanos, J. Z., & Vargas, P. (2008). Manual de produccién de tomate en

invernadero. México: INTAGRI.

Castillo Cerdén, M. (2018). Quinto informe mensual Manejo fitosanitario de los
ambrosiales. SENASICA.

Castrejon Antonio, J., Montesinos Matias, R., Acevedo Reyes, N., Tamez
Guerra, P., Ayala Zermeio, M., Berlanga Padilla, A., & Arredondo Bernal,
H. (2017). ESPECIES DE XYLEBORUS (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE: SCOLYTINAE) Asociados a huertos de aguacate en
colima, México. (M. Asociados a huertos de aguacate en Colima, Ed.) Acta
Zoologica Mexicana, 33(1), 146-150. doi:ISSN: 0065-1737

Chuanfu , A., & Zhonglin, M. (Mayo de 2011). Salicylic Acid and its Function in
Plant Immunity. Journal of Integrative Plant Biology, 53(6), 412-428.
doi:doi: 10.1111/}.1744-7909.2011.01043.X.

CONABIO. (Junio de 2016). SIVICOFF. Obtenido de
http://sivicoff.cnf.gob.mx/ContenidoPublico/MenuPrincipal/07Fichas%20t
echicas_OK/02Fichas%20tecnicas/Fichas%20t%C3%A9cnicas%20CON
ABIO_especies%20ex%C3%B3ticas/Fichas%20insectos%20ex%C3%B

3ticos%20e%20invasores/Euwallacea%20fornicatus.pdf

CONABIO. (2017). Banco Nacional de Germoplasma Vegetal. Obtenido de

www.conabio.gob.mx/remib/bangev-uach.htmi

Contreras, V., & Ochoa, A. (2003). Estacas cortas y gruesas: Una opcion
agrondmica para la siembra vegetativa de Gliricidia sepium. Zootecnia
Tropical, 21(4). doi:ISSN 0798-7269

128



Cérdova, A. M., Cobos, M., Iméan , S. A., & Castro, J. C. (14 de Marzo de 2014).
Un método eficiente para la induccion de callos in vitro en Myrciaria dubia
(Kunth) Mc Vaugh "Camu Camu”. Scientia Agropecuaria, 5, 25-34.
Recuperado el 28 de 12 de 2020, de
http://www.scielo.org.pe/pdf/agro/v5n1/a03v5nl.pdf

Coronado, J. a. (2000). Coronado, James, anAnalisis de las investigaciones en

fitoproteccion publicadas en la Revista MIP (Manejo Integrado de Plagas).

Cortés, A. G. (Mayo de 2010). Universidad Autbnoma Agraria Antonio Navarro.
Obtenido de
http://repositorio.uaaan.mx:8080/xmlui/bitstream/handle/123456789/293/
T20228%20GOVEA%20CORTES%2c%20ALINA%20GUADALUPE%20
%20MONOG..pdf?sequence=1&isAllowed=y

Cuara., L. F. (2013). Manual basico para la produccién agricola organica 1.

Metrocert.

Delgadillo Lopez, A. E., Gonzalez Ramirez, C. A., Prieto Garcia, F., Villagébmez
Ibarra, J. R., & Acevedo Sandoval, O. (Agosto de 2010). Fitorremediacion:
una alternativa para eliminar la contaminacién. SciELO, 14(2).
Recuperado el 01 de Agosto de 2020, de
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1870-
04622011000200002

DGSV-CNRF. (2014). Euwallacea sp.- Fusarium euwallaceae Ficha técnica
SAGARPA-SENASICA. México, D.F.: Direcion General de Sanidad

Vegetal-Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria.

Diaz Puentes, L. N. (Diciembre de 2012). Resistencia sistémica adquirida
mediada por el acido salicilico. Biotecnologia en el Sector Agropecuario y
Agroindusrial,  10(2), 257-267. Recuperado el 2021, de
http://www.scielo.org.co/pdf/bsaa/vi0n2/v10n2a30.pdf

129



Dimson, M., Kabashima, J., & Eskalen, A. (2015). Escarabajo barrenador
polifago + Marchitez (muerte progresiva) por fusariosis. California:

University of California.

Divo de Sesar, M. D. (2004). Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Recuperado el 20 de Octubre de 2020, de
https://bibliotecadigital.exactas.uba.ar/download/tesis/tesis_n4316_Divod

eSesar.pdf

Doffo , G. N., Achinelli, F. G., Rodriguez, M. E., & Luquez , V. M. (2017).
Rendimiento de un sistema de rotacion corta de alta densidad con Salix
spp. 38(3), 587-592. doi:10.4067/S0717-92002017000300016

Dominguez Rosales, M. S., & Gonzalez jimenéz, M. (2008). El cultivo in vitro
como herraienta para el aprovechamiento, mejoramiento y conservacion

de especies del género agave. Investigacion y ciencia, 53-54.

EcuRed. (2015). EcuRed. Obtenido de

https://www.ecured.cu/Agricultura_convencional

EcuRed. (2016). EcuRed. Obtenido de

https://www.ecured.cu/Agricultura_convencional

EcuRed. (2017). EcuRed. Obtenido de
https://www.ecured.cu/Revoluci%C3%B3n_verde

Enriquez Diaz, G. (2017). GERMINACION Y PRODUCCION DE PLANTULA DE
LISIANTHUS (Eustoma grandiflorum (Raf.)Shinners.) var. Mariachi Blue
EN MEZLAS DE PEAT-MOSS Y ZEOLITA. Estado de México: Centro
Universitario UAEM tenancingo. Recuperado el 03 de 2021, de
http://ri.uaemex.mx/bitstream/handle/20.500.11799/67430/Germinaci%C
3%B3n%20y%20producci%C3%B3n%20de%20plantula%20de%?20lisian

thus-split-merge.pdf?sequence=4

Eskalen, A., Rugman jones , P. F., Colleen Lynch, S., Twizeyimana, M.,
Gonzalez, A., & Thibault , T. (Enero de 2013). Host Range of Fusarium

Dieback and Its Ambrosia Beetle (Coleoptera: Scolytinae) Vector in

130



Southern California. Plant Disease, 938-951. doi:10.1094/PDIS-11-12-
1026-RE

Eun A, J., Kumar Tewari, R., Eun Joo , H., & Kee Yoeup, P. (23 de Diciembre de
2008). In vitro sucrose concentration affects growth and
acclimatizatization of Alocasia amazonica plantlets. Springer(96), 307-
315. doi: 10.1007/s11240-008-9488-4

Fang Qing, C., Chuan Hua, W., & Guo Mei, J. (2013). Ecology of Salix variegata
seed germination. En Implications for species distribution and

conservation in the three Geoges region (Vol. 88, pags. 243-246).
FAO. (2003). ¢ Es la Certificacion Algo para Mi? RUTA/FAO, 3.

FAO. (2003). Agricultura Organica, Ambiente y Seguridad Alimentaria. Nadia EI-
Hage Scialabba , 20.

FAO. (2003). Los aspectos econémicos de la agricultura de conservacion.

Obtenido de http://www.fao.org/tempref/agl/agll/docs/ecconsagr_s.pdf
FAO. (2005). Fao. Obtenido de http://www.fao.org/3/a0026s/a0026s02.pdf

FAO. (2018). FAO. Obtenido de http://www.fao.org/sustainable-development-

goals/overview/fao-and-post-2015/sustainable-agriculture/es/

FAO. (2020). ORGANIC AGRICULTURE. Obtenido de
http://www.fao.org/organicag/oa-fag/oa-faql/es/

FORDECYT. (2017). Dearrollo de estrategias de investigacion y desarrollo
tecnolégico acerca de los complejos ambrosiales Xyleborus
glabratus/Raffaelea lauricola y Euwallacea sp./Fuarium euwallaceae
(plagas invasoras) en los bosques nacionales y en los cultivos agricolas .
México: CONACYT.

Franco Le6n, C. L. (2015). EVALUACION DE ACIDOS GIBERELICO Y
NAFTALENACETICO, POR DIFERENTES METODOS DE APLICACION,
SOBRE FRUTOS DE SANDIA. UNIVERSIDAD RAFAEL LANDIVAR,
CIENCIAS AMBIENTALES Y AGRICOLAS. Zacapa: Faculta de ciencias

131



ambientales y agricolas. Recuperado el 05 de 12 de 2020, de

http://recursosbiblio.url.edu.gt/tesisjcem/2015/06/09/Franco-Carlos.pdf

Franquesa, M. (11 de 05 de 2016). Agroptima. Obtenido de
https://www.agroptima.com/es/blog/agricultura-convencional/

Freeman, S., Sharon, M., Maymon , M., Mendel, Z., Protasov, A., Aoki, T., . ..
O’Donnell, K. (2013). Fusarium euwallaceae sp. no.- a symbiotic fungus
of Euwallacea sp., an invasive ambrosia beetle in Israel and California.
Mcologia, 1595-1606. doi: 10.3852/13-066

Garcia Avila, C. d., Trujillo Arriaga, F. J., Lopez Buenfil, J. A., Gonzalez Gomez,
R., Carrillo, D., Cruz, L. F., . . . Acevedo Reyes, N. (2016). First report of
Euwallacea nr. fornicatus (Coleoptera: Curculionidae) in Mexico. Florida
Entomologist, 99(3). doi:https://doi.org/10.1653/024.099.0335

Garcia Enciso, E. L., Robledo Olivo, A., Benavides Mendoza, A., Solis Gaona ,
S., & Gonzalez Morales, S. (2018). Efecto de elicitores de origen natural
sobre plantas de tomate sometidas a estrés bidtico. Revista Mexicana de
Ciencias Agricolas , 4212-4221.

Ghasemi, R., & Mokhtari, R. (2019). Cyanide acclimation in willow (Salix
babylonica), a prospect for the phytoremediation of cyanide. Journal of
Plant Process and Function, 7(28), 61-69. Recuperado el 21 de 08 de
2020, de http://jispp.iut.ac.ir/article-1-641-en.htm

GoOmez Garay, A., Pintos Lépez , B., Grau Corbi, J., & Bueno Pérez, A. (2014).
Micropropagacion de Populus tremula L. Reduca, 2(7), 1-11. Obtenido de
http://revistareduca.es/index.php/biologia/article/download/1594/1615

Gomez Merino , F. C., Trejo Tellez, L. I., Garcia Albarado, J. C., & Morales
Ramos, V. (Mayo de 2013). Lulo (Solanum quiroense Lamarck.) como
nuevo elemento del paisaje en México: germinacion y crecimiento en
sustratos organicos. Revista mexicana de ciencias agricolas, 4(speb).
doi:ISSN 2007-0934

132



Gonzalez Alamilla, E., Gonzalez Cortazar, M., Carranza , B., Rivas Jacobo, M.,
Herrera Corredor, C., Ojeda Ramirez , D., ... Rivero, N. (2019). Chemical
Constituents of Salix babylonica and Their Antibacterial Activity Against
Gram-Positive and Gram-Negative Animal Bacteria. Molecules, 24.
doi:10.3390/molecules24162992

Gonzalez Cardenas , J. C., Maruri Garcia, J. M., & Gonzalez Acosta, A. (2005).
Evaluacion de diferentes concentraciones de Trichoderma spp. contra
Fusarium oxysporum agente casual de la pudricion de plantulas en
papaya (Carica papaya L.) en Tuxpan, Veracruz, México. Facultad de
Ciencias Biologicas y Aropecuarias de la Universidad Veracruzana,
Campus Tuxpan., 5(1), 45-47. Recuperado el Noviembre de 2021, de
https://dialnet.unirioja.es/descarga/articulo/2221589.pdf

Gonzélez Diaz, G., Garcia Velasco, R., Camacho Cerén, G., & Nieto Angel, D.
(2011). CANCROSIS EN RAMAS DE Salix bonplandiana KUNTH
CAUSADA POR Alternaria tenuissima. En Can (pags. 75-86). Texcoco:
Redalyc.

Gonzalez, S. D., Loranca, A. K., Canela, A. A, Lamelas, A., & Ibarra, L. A. (2018).

Loes escarabajos escolotinos. México: Gobierno de México.

Grendysz , J., Wrobel, J., & Kulpa, D. (2017). Influence of micropropagation with
addition. World Scientific News, 2(70), 201-2015. Recuperado el 10 de
2020, de http://www.worldscientificnews.com/wp-
content/uploads/2017/01/WSN-702-2017-201-215.pdf

Grendysz, J., Jacek , W., & Danuta, K. (Abril de 2017). Influence of
micropropagation with addition of kinetin on development of a willow (Salix
viminalis L.). World Scientific News, 70, 201-2015. Recuperado el 20 de
10 de 2020, de
https://www.researchgate.net/publication/322931611 Influence_of _micro
propagation_with_addition_of kinetin_on_development_of a willow__

Salix_viminalis_

133



Herndndez Antonio, A., & M. Hansen, A. (2011). Uso de plaguicidas en dos zonas
agriculas de Meéxico y evaluacion de la contaminacion de agua y
sediments. SciELO.

Imaginario, A. (23 de 05 de 2019). Significados. Obtenido de

https://www.significados.com/revolucion-verde/

INIA. (2015). Instituto de Investigaciones Agropecuarias. Obtenido de

https://www.inia.cl/ejes-estrategicos/agricultura-sustentable/

INTAGRI. (2015). INTAGRI. Obtenido de
https://www.intagri.com/articulos/horticultura-protegida/produccion-de-

pepino-en-invernadero

James, S. P. (Diciembre de 2007). Studies on certain plant volatiles attracting the
shot hole borer, Euwallacea fornicatus (Eichhoff) (Scolytidae: Coleoptera)

infesting tea. (D. R. Selcasundaram, Ed.) Bharathiar University.

Recuperado el 06 de Julio de 2020, de
https://www.avocadosource.com/papers/Research_Articles/JamesSachin
2007.pdf

Kikot, G. (2012). Aislamiento e identificacion de Fusarium spp. a partir de granos
de trigo, Relacidon entre ocurrencia de la especie y a incidencia de la
enfermedad. Argentina: Universidad de Argentina. Recuperado el 06 de
Julio de 2020, de
http://sedici.unlp.edu.ar/bitstream/handle/10915/18266/1_-
_Aislamiento_e_identificaci%C3%B3n_de_ Fusarium_spp._a_partir_de_
granos_de_trigo.pdf?sequence=6

Kumar, R., Rajkhowa, G., Sankar, M., & Rajan, R. K. (2011). A new host plant for
the shoot-hole borer, Euwallacea fornictus (Eichhoff) ( Coleoptera:
Scolytidae ) from India. Assam: Acta Entomologica Sinica.

Kunth. (1817). Salix bonplandiana. Nova Genera et Species Plantarum, 101.

Kunth, C. S. (1815). Salix bonplandiana. En Nova Genera et Species Plantarum
(Vol. 2, pags. 233-235). Paris. Recuperado el 2020

134



Li, Y., Lucky, A., & Hulcr, J. (Febrero de 2018). University of Florida. (U. o. Florida,
Ed.)) Recuperado el 06 de Julio de 2020, de IFAS:
http://entnemdept.ufl.edu/creatures/trees/beetles/tea_shot_hole_borer.ht

m

Liesebach, M., & Naujoks, G. (2004). Approaches on vegetative propagation of
difficult-to-root Salix caprea. Plant Cell, Tissue and Organ Culture(79),
239-247. d0i:10.1007/s11240-004-0665-9

Lépez Vera, M. R., Sol6rzano Murillo, F. R., Pomagualli, D., Lopez Vera, T. M.,
& Vergara Vélez, G. E. (Diciembre de 2016). PROPAGACION IN VITRO
DEL SAUCE LLORON (Salix Babilonica Lin.) A PARTIR DE
SEGMENTOS NODALES. Revista de Investigacion Talentos, 3(2), 22-29.
doi:ISSN Digital: 2631-2476

Luginhuhl, S. (2010). Fusarium solani. Carolina del norte: NC STATE
UNIVERSITY. Obtenido de
https://projects.ncsu.edu/cals/course/pp728/Fusarium%?20solani/Fusariu

m_solani.htm

Macagual, C. I. (2002). Manual de Tecnics de Propagacion de Especies
Vegetales Leflosas Promisorias para el Piedemonte de Caqueta.
doi:ISBN: 958-96882-8-4

Martinez Medina, S. d., Gomez Kosky, R., Posada Péez, L., Barbon Rodriguez,
R., Acosta Suarez, M., Reyes Vega, M., . . . Tejeda Gonzalez, M. (29 de
Noviembre de 2012). Efecto de dos citoquininas, acido ascorbico y
sacarosa en la obtencion de plantas in vitro de Sorghuym bicolor para la
formacion de callos. UNAL. Recuperado el 12 de 2020, de
https://revistas.unal.edu.co/index.php/biotecnologia/article/download/372
93/40412

Mendoza, C. G. (2016). Crecimiento, produccién y absorcion nutricional del

cultvo de pepino . Tecnoldgico de Costa Rica, 13.

135



Morales, R. G. (2010). Agricultura Organica. Sinaloa: Universidad Auténoma

Agraria.

Mur, L. J., Kenton , P., Lloyd , A. J., Ougham , H., & Prats, E. (Diciembre de
2007). The hypersensitive response; the centenary is upon us but how
much do we know? Journal of Experimental Botany, 59(3), pags. 501-520.
doi: doi:10.1093/jxb/erm239

Murashige, T., & Skoog, F. (1962). A Revised Medium for Rapid Growth and Bio
Agsays with Tohaoco Tissue Cultures. PHYSIOLOGIA PLANTARUM,
473-497.

Neyra Velasco, I. M. (2015). Propagacion in vitro del sauce (Salix alba), para uso
en defensa riberefia. Universidad Nacional Agraria de la Selva ,
Departamento de conservacion de suelos y agua. Tingo maria: Academia
de Conservacion de Suelos y Agua. Recuperado el 01 de Agosto de 2020,
de
http://repositorio.unas.edu.pe/bitstream/handle/UNAS/1044/CSA2015004

.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Ortega Martinez, L. D., Sanchez Olarte, J., Diaz Ruiz, R., & Ocampo Mendoza,
J. (Diciembre de 2010). EFECTO DE DIFERENTES SUSTRATOS EN EL
CRECIMIENTO DE PLANTULAS DE TOMATE (Lycopersicum esculntum
MILL). Ra Ximhai, 6(3), 365-372. doi:ISSN: 1665-0441

Osuna Fernandez, H. R. (s.f.). Manual de propagacion de plantas superiores. En
Manual de propagacion de plantas superiores2016 (pags. 47-67).
Universidad Nacional Autobnoma de México.

Paz da Silva, R., & Vilegas Monter, A. (Diciembre de 2009). Niveles de sacarosa
en el enraizamiento in vitro y aclimatacon ex vitro de plantulas del
portainjerto de vid R110 (vitis rupestris vitis berlandieri). (R. Paz da Silva,
Ed.) SciELO, 34(12). Recuperado el 02 de Agosto de 2020, de
http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0378-
18442009001200012

136



Pérez Silva , M., Equihua Martinez , A., Estrada Venegas, E., Mufioz Viveros ,
A., Valdez Carrasco , J., Sanchez Escudero, J., & Atkinson, T. (Agosto de
2015). Sinopsis de especies mexicanas del género Xyleborus Eichhoff,
1894 (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae). Acta Zoologica Mexicana,
31(2). Recuperado el 05 de  Julio de 2020, de
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0065-
17372015000200011

Pierik, R. L. (s.f.). Rejuvenation and micropropagation. En H. Nijkamp, L. Van Der
Plas, & J. Van Aartrijk , Progress in plant cellular and molecular biology
(pags. 91-101). Kluwer Academic Publisher Dordrecht.

Pierik, R. (s.f.). Rejuvenation and micropropagation. En H. Nijkamp , L. Van Der
Plas, & J. Van Aatrijk (Edits.), Progress in plant celular and molecular

biology (pags. 91-101). Dordrecht: Kluwer Academic Publisher.

Ponce, N. L. (2013). ENTRE LA AGRICULTURA CONVENCIONAL Y LA
AGROECOLOGIA. . Obtenido de
https://repository.javeriana.edu.co/bitstream/handle/10554/12482/Caldas
MejiaRobertoFelipe2013.pdf?sequence=1

Posada Pérez , L., Padron Montesinos, Y., Gonzalez Olmedo, J., Rodriguez
Sanchez, R., Barbon Rodriguez, R., Norman Montenegro, O., . .. Gomez
Kosky, R. (2016). Efecto del pectimorf en el enraizamiento y la
aclimatazién in vitro de brotes de papaya (Carica papaya L.) cutivar
maradol roja . Cultivos tropicales, 37(3), 50-59. Recuperado el Agosto de
2020, de https://www.redalyc.org/pdf/1932/193246976005.pdf

Programa de Vigilancia Epidemiologica Fitosanitaria. (2019). Guia de sintomas
y dafios del Escarabajo barrenador polifago (Euwallacea sp.). SENASICA.
Recuperado el 05 de Julio de 2020, de
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/466601/1_GDSyD-
CEA_Euwallacea_spV2.pdf

Reséndiz Martinez, J. F., Guzman Diaz, L., Muioz Viveros, A. L., Nieto de Pacual
Pola, C., & Olvero Coronel, L. P. (20 de Abril de 2015). Enfermedades

137



foliares del arbolado en el Parque Cultural y Recreativo Tezozémoc,
Azcapotzalco, D.F. Revista Mexicana de Ciencias Forestales, 6(30), 106-
123. Recuperado el 30 de 10 de 2020

Retana, K., Ramirez Coche, J. A., Castro , O., & Blanco Meneses, M. (27 de

Octubre de 2017). Caracterizacion morfolégica y molecular de Fusarium
oxysporum F. SP. Apii Asociado a la marchitez del Apio en Costa Rica.
Agronomia costarricense, 42(1), 115-126. Recuperado el 06 de Julio de
2020

Reverchon, F., & Eskalen , A. (2015). Coordinacion de actividades de

investigacion y comunicacion para combatir la marchitez por Fusarium y
el escarabajo polifago barrenador, un complejo ambrosial emergente.
California: SENASICA.

Reyes, J. (2015). Guia de técnicas, métodos y proceimientos de reproduccion

asexual o vegetativa de las plantas. Santo Domingo.

Rodriguez Garcia, C. (ABRIL de 2002). CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LOS

Rojas

Salix spp. EN MEXICO. Obtenido de UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
CHAPINGO: http://files.departamento-de-productos-
forest.webnode.es/200001652-
3a8833b810/Rodriguez%20Garcia%20Cristina%202002.pdf

Sanchez, E. L. (2010). Efecto de la aplicaciébn de extractos de siete
especies vegetales del semidesierto mexicano como reguladores del
crecimiento. UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA "ANTONIO
NARRO", INGENIERO AGRONOMO EN HORTICULTURA. Coahuila:
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA "ANTONIO NARRO"
Recuperado el 23 de 11 de 2020, de
http://repositorio.uaaan.mx:8080/xmlui/bitstream/handle/123456789/5053
/T18320%20R0OJAS%20SANCHEZ,%20ELVA%20LILIANA%20%20TES

IS.pdf?sequence=1

Rytter, R. M., Weih, M., & Nordh, N. E. (Enero de 2005). Determinants of biomass

production in hybrid willows and prediction of field performace from pot

138



studies. Tree Physiology, 25, 1197-1206. Recuperado el Agosto de 2020,
de https://watermark.silverchair.com/25-9-
1197.pdf?token=AQECAHIi208BE4900an9kkhW_Ercy7Dm3ZL_9Cf3qfK

Ac485ysgAAAQg8wggKrBgkghkiGOwOBBwagggKcMIICmAIBADCCApPEG

CSqGSIb3DQEHATAeBglghkgBZQMEASAWEQQMSrmh28FmXzMilF_z

AgEQgIICY0JrUBuj_Fx5CC2jeNOVFgi2FEp-njimSVeBRSEI1jF4vF

Sanchéz del Castillo, & Escalante, E. R. (1989). Un sistema de produccion de
plantas: hiroponia, principios y métoos de cultivo. México: UA Chapingo.

Sanzén Gomez, D., & Zavaleta Mejia, E. (Junio de 2011). Respuesta de
hipersensibilidad, una muerte celular programada para defenderse del
ataque por fitopatbgenos. Revista mexicana de fitopatologia, 29(2).
doi:ISSN 2007-8080

Satacruz Ruvalcaba, F., Gutierrez Pulido, H., & Rodriguez Garay, B. (Marzo de
1999). ReseachGate. Obtenido de
https://www.researchgate.net/publication/227019082_Efficient_in_vitro_p

ropagation_of Agave_parrasana_Berger

Seminis. (12 de Junio de 2017). Seminis . Obtenido de Bayer Group:

https://www.seminis.mx/blog-que-es-y-como-ataca-el-fusarium/

SENASICA. (2019). Complejo escarabajo barrenador polifago Euwallacea sp. -

Fusarium euallaceae Ficha Técnica No.62. Ciudad de México.

Shi, W., Tan, Y., Wang, S., Gardiner, D. M., De Saeger, S., Liao, Y., ... Wu, A.
(26 de Diciembre de 2016). Mycotoxigenic Potentials of Fusarium Species
in Varioues culture Matrices Revealed by Mycotoxin Profiling. 9, 6. (M.
Antonio, Ed.) Toxins. doi:doi:10.3390/toxins9010006

Short , D. P., O'Donnell, K., Stajich , J. E., Huler, J., Kijimoto, T., Berger , M., . .
. Kasson, M. T. (2017). PCR Mutiplexes Discriminate Fusarium Symbionts
of invasive Euwallacea Ambrosia Beetles that Inflict Damage n Numerous
Tree Species Throughout the United States. Plant Disease, 101(1), 233-
240. doi:https://doi.org/10.1094/PDIS-07-16-1046-RE

139



Simon , J. E., Chadwick, A. F., & Craker , L. E. (1984). Herbs: An Indexed
Bibliography 1971-1980 the Scientific Literature on Selected Herbs, and
Aromatic and Medicinal Plants of the Temperate Zone. Archon BooKs;
First Edition. Recuperado el 04 de 2021

Soto, J. (16 de Febrero de 2020). Deforestacion, ¢qué es, quien la causa y por
qué deberia importarnos? (GREENPEACE, Ed.) Recuperado el 01 de
Agosto de 2020, de GREENPEACE:
https://www.greenpeace.org/mexico/blog/4074/deforestacion-que-es-
quien-la-causa-y-por-que-deberia-
importarnos/#:~:text=M%C3%A9xico%200cupa%20uno%20de%?20los,C
%C3%Almara%20de%20Diputados%20en%202017.

Southamer, R., Rugman Jones, P., Thu, P. Q., Eskalen , A., Thibault, T., Hulcr,
J.,, . . . Zong, S. (2017). Tracing the origin of a cryptic invader:
phylogeography of the Euwallacea fornicatus (Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae) species complex. Agricultural and Forest Entomology.
doi:10.1111/afe.12215

Tapia, C., & Amaro, J. (2014). Género Fusarium. Revista Chilena Infectol, 31(1),
85-86. Recuperado el 06 de Julio de 2020, de
https://scielo.conicyt.cl/pdf/rci/v31lnl/art12.pdf

Torres Rojo, J. M. (2020). Estudio de tendencias y perspectivas del sector

forestal en América Latina al aino 2020. Roma: FAO.

Tripathi, D., Raikhy, G., & Kumar, D. (2019). Chemical elicitors of systemic
acquired resistance Salicylic acid and its functional analogs. ELSEVIER,
17, 48-59. doi:https://doi.org/10.1016/j.cpb.2019.03.002

Tripathi, D., Raikhy, G., & Kumar, D. (Marzo de 2019). Chemical elicitrors of
systemic acquired resistance-Salicylic acid and its functional analogs.
Current Plant Biology(17), 48-59.
doi:https://doi.org/10.1016/}.cpb.2019.03.002

140



Tupaki Sreepurna, A., Al Hatmi, A., Kindo, A. J., Sundaram, M., & de Hoog, S.
(2016). Multidrug-resistant Fusarium in Kkeratitis: a clinico-mycological
study of keratitis infections in Chennai, India. Wiley mycoses(28). doi:DOI:
10.1111/myc.12578

Uribe Moraga, M., & Cifuentes G., L. (26 de Abril de 2003). Aplicacion de técnicas
de cultivo in vitro en la propagacion de Legrandia cocinna. BOSQUE,
1(25), 129-135. Recuperado el 01 de Agosto de 2020, de
https://lwww.redalyc.org/pdf/1731/173114404012.pdf

Uribe, M., Delaveau , C., Garcés , M., & Escobar , R. (2008). Efecto de asepsia
y fitohormonas en el establecimiento in vitro de Berberidopsis corallina, a
artir de segmentos nodales. SciELO, 1(29), 58-64.
doi:http://dx.doi.org/10.4067/S0717-92002008000100007

Vaca, I., Marulanda , M., Verdesoto, J., Nufiez , A., Acurio, R. D., & Chilusia
Utreras, V. (4 de Agosto de 2018). Efecto del carbén activado en la
germinacion y brotacion in vitro de Citrus. Bionatura, 3(3), 657-664.
doi:10.21931/RB/2018.03.03.5

Valero, D., & de Carcamo, M. (11 de Enero de 2017). La contaminaciéon por
nutrientes. Recuperado el 01 de Agosto de 2020, de FUSADES:
http://fusades.org/lo-ultimo/blog/la-contaminaci%C3%B3n-por-nutrientes-
nitrogeno-y-fosforo

Van Diepeningen, A. D., & de Hoog, S. (2016). Challenges in Fusarium, a Trans-
Kingdom Pathogen. En Mycopathologia (Vol. 1, pags. 161-163).
Amsterdam, Holanda: Springer. doi:10.1007/s11046-016-9993-7

Vasconsuelo, A., & Boland, R. (Mayo de 2007). Molecular aspects of the early
stages of elicitation of secondary metabolites in plants. Plant Science,
172(5), 861-875. doi:https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2007.01.006

Velasquez Valle, R., & Reveles Torres, L. R. (Diciembre de 2017). Necrosis foliar;

nuevo sintoma asociado a la pudricion de la raiz de chile (Capsicum

141



annuum) en Durango y Zacatecas, México. Revita mexicana de micologia,
46. doi:ISSN 0187-3180

Wahab, G., Sallam, A., Elgaml, A., Lahloub, M. F., & Afif, M. (2018). Antioxidant
and antimicrobial activities of Salix babylonica extracts. World Journal of
Pharmaceutical Sciences, 6, 1-6. Recuperado el 30 de 07 de 2020, de
https://www.researchgate.net/publication/325229842 Antioxidant_and_a

ntimicrobial_activities_of _ Salix_babylonica_extracts.

War, A. R., Paulraj, M. G., War, Y. M., & Ignacimuthu, S. (Noviembre de 2011).
Herbivore- and elicitor-induced resistance in groundnut to asian
armyworm, Spodoptera litura (Fab.) (lepidoptera:noctuidae). Plant
Signaling & Behavior, 6(11), 1769-1777. doi:10.4161/psb.6.11.17323

Wida Utami, E. S., & Hariyanto, S. (3 de Febrero de 2019). Germinacion in vitro
de semillas y desarrollo de plantulas de una rara orquidea nativa de
Indonesia Phalaenopsis amboinensis JJSm. (S. Hayat, Ed.) Hindawi, 1-6.
doi:https://doi.org/10.1155/2019/8105138

Yah Chulim, J. E. (2011). ESTUDIO DE LA VARIACION SOMACLONAL EN LA
MORFOGENESIS DE Bletia purpurea (Lam.). CIATEJ, MAESTRO EN
CIENCIAS DE LA FLORICULTURA, Mérida. Recuperado el 9 de 10 de
2020

142



