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PROLOGO

O volume VI da coletanea Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais reine um
conjunto de trabalhos que evidenciam a diversidade e a complexidade das investigagoes
contemporaneas no campo agrario e ambiental, articulando perspectivas que vao
desde a gestao dos territérios até os sistemas produtivos e o cuidado com a saude e
0 bem-estar animal.

Organizado em trés eixos tematicos, o volume inicia com discussdes voltadas
ao meio ambiente, a sustentabilidade e as dinamicas socioecologicas, contemplando
estudos que abordam questdes relacionadas a governanca territorial, aos saberes locais,
as estratégias de gestdo ambiental e a conservacao da fauna. As contribuicoes deste eixo
evidenciam a importancia da articulacao entre conhecimento cientifico e praticas sociais
na compreensao dos desafios ambientais contemporaneos, bem como na construcéao
de respostas sustentaveis e na preservacao da biodiversidade em diferentes contextos.

O segundo eixo, dedicado a producao agraria, aos sistemas produtivos e aos
recursos naturais, reline pesquisas que exploram aspectos fundamentais da producéo
agricola, incluindo qualidade de sementes, rendimento de culturas, organizacdo de
sistemas produtivos e manejo fitossanitario. Os trabalhos destacam a relevancia de
abordagens técnicas e cientificas para o fortalecimento da producéo, ao mesmo tempo
em gue apontam para a necessidade de praticas mais sustentaveis e eficientes no uso
dos recursos naturais.

Por fim, o eixo voltado a saude, produgéo e bem-estar animal apresenta estudos
que discutem aspectos sanitarios, comportamentais e de manejo na produgéo pecuaria.
As investigacdes evidenciam aimportancia de integrar conhecimento cientifico, tecnologia
e praticas de cuidado para garantir ndo apenas a produtividade, mas também o bem-estar
dos animais e a sustentabilidade dos sistemas produtivos, reforcando a centralidade
dessas dimensodes na pecuaria contemporanea.

Ao reunir essas diferentes perspectivas, este volume reafirma o carater
interdisciplinar das Ciéncias Agrarias e Ambientais e sua relevancia para enfrentar
os desafios atuais relacionados a producéo, a conservacao dos recursos naturais e a
sustentabilidade. Trata-se de uma obra que contribui para o avanco do conhecimento
cientifico e para o fortalecimento de praticas mais responsaveis e integradas no campo

agrario e ambiental.

Eduardo Eugénio Spers
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RESUMEN: La marchitez de portainjertos
de aguacate nativo (Persea americana var.
drymifolia), asociada a hongos y pseudohongos
parasitos de raices, causa la pérdida de 60-
100% de plantas propagadas en viveros de
Morelos, México. El manejo convencional
consiste en fumigacion de sustratos con
metam sodio (N- metil ditiocarbamato de
sodio), con el consecuente riesgo para la
salud humana y deterioro de la calidad del
agua y suelo. Se determino la etiologia de la
pudricion radical de portainjertos nativos y
exploro la actividad antimicrobiana del aceite
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de neem (Azadirachta indica A.Juss.) contra
el complejo de organismos asociados, in vitro
y como biofumigante, comparado con metam
sodio, en un sustrato organico convencional.
Con base en los postulados de Koch, los
patogenos identificados fueron Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., llyonectria sp., Pythium sp. y
Phytophthora cinnamomi. El aceite de neem
inhibié el crecimiento de colonias de hongos y
P. cinnamomi en 80.6-96.9%. La DE50 fue de
1ml L'y la DE9QO varié de 1.86 a 4.85 ml L.
También redujo la densidad de esporulacion
y viabilidad, asi como el tamario de conidios,
fialides e hifas en las mismas especies. Retrasé
en 14 dias el periodo requerido para iniciar la
formacion de clamidosporas de P. cinnamomi e
inhibid su diferenciacion en Fusarium sp. Como
biofumigante, el extracto de neem supero en
51% la densidad de UFC de bacterias nativas
respecto a los tratamientos control o metam
sodio. El aceite de neem y metam sodio
redujeron hasta 95-100% la flora fungosa
nativa, pero no limitaron las poblaciones de
actinobacterias (Tukey, P > 0.05).

PALABRAS CLAVE: Persea americana var.
drymifolia; inhibicion; biofumigacion.

SENSITIVITY OF PHYTOPATHOGENIC

FUNGI OF AVOCADO ROOTSTOCKS TO

NEEM OIL (Azadirachta indica, GERANIALES:
MELIACEAE)

ABSTRACT: Wilt of native avocado rootstocks
(Persea americana var. drymifolia), associated
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with fungi and root-parasitic pseudofungi, causes the loss of 60-100% of propagated
plants in nurseries in Morelos, Mexico. Conventional management consists of spraying
substrates with metam sodium (sodium N-methyl dithiocarbamate), with consequent risk
to human health and deterioration of water and soil quality. The etiology of root rot of
native rootstocks was determined, and the antimicrobial activity of neem oil (Azadirachta
indica A. Juss.) against the soil-complex of associated organisms was explored in vitro and
as a biofumigant, compared to metam sodium, in a conventional organic substrate. Based
on Koch'’s postulates and molecular analysis, the pathogens identified were Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., llyonectria sp., Pythium sp. and Phytophthora cinnamomi. Neem oil inhibited
the radial growth of fungal colonies and P. cinnamomi by 80.6-96.9%. The ED50 was 1 ml
L-1 and the ED9O ranged from 1.86 to 4.85 ml L-1. It also reduced sporulation density and
viability, as well as the size of conidia, phialides and hyphae in the same species. Neem
extract delayed by 14 days the period required to initiate chlamydospores development
of P. cinnamomi and inhibited their formation in Fusarium sp. As a biofumigant, neem oil
exceeded the density of native bacteria colony-forming units by 51% with respect to the
control or metam sodium. Neem oil and metam sodium reduced up to 95-100% of the
native fungal flora but did not limit actinobacterial populations (Tukey, P > 0.05).
KEYWORDS: Persea americana var. drymifolia; inhibition; biofumigation.

1. INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana) es uno de los cultivos de mayor importancia
economica a nivel mundial, debido a su gran sabor y aporte nutritivo, es un fruto con
alta demanda en los mercados nacional e internacional. México es el principal pais
productor. En 2020 registroé una produccion de 2.4 Mt y mas de 1 Mt de fruta exportada.
Las ganancias generadas alcanzaron los 3,500 mdd, beneficio que se refleja en toda la
cadena agro-comercial (FAOSTAT, 2020).

El éxito en la productividad de una huerta de aguacate esta influenciada por
muchos factores, uno de ellos, la obtencién de portainjertos sanos, con un sistema radical
vigoroso que aporte los nutrientes necesarios al cultivar injertado, permitiendo una mejor
resistencia y adaptaciéon de las plantas en campo, ya que de ello depende el éxito o
fracaso de la plantacion (Peraza, 2021).

Sin embargo, existen complejos de hongos patdgenos de suelo que reducen
hasta en un 60-100% la produccién de portainjertos de aguacate en vivero. Entre las
especies mayormente reportadas destacan Phytophthora cinnamomi, Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., Verticillium sp., Pythium sp., Cylindrocladium sp., entre otros (Garbanzo
y Coto, 2017). La diversidad de especies depende de las caracteristicas edaficas y
agroecologicas de cada regidon productora. Estos patdgenos son de gran importancia
a nivel mundial, por causar enfermedad y devastacion no solo en aguacate, sino en un

gran numero plantaciones de cultivos horticolas, frutales, ornamentales y forestales,
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pertenecientes a diferentes familias botanicas, generando serios problemas en el
rendimiento, reflejandose en graves pérdidas econdmicas (de Cock et al., 2015).

El manejo sanitario convencional del complejo fungoso se basa en la fumigacién
quimica del sustrato, principalmente con bromuro de metilo y metam sodio (Nyoni et al.,
2019; Rudolph et al., 2019). Pero estos productos son altamente toxicos a la salud humana,
a los recursos hidricos, a la fertilidad y diversidad microbiana de los suelos (Daneel et al.,
2018). La biofumigacion con productos organicos representa un manejo alternativo de
las enfermedades fungosas mas compatible con la salud humana y el medio ambiente
edéafico, favoreciendo el incremento de poblaciones microbianas benéficas principalmente
bacterias del género Bacillus y Actinobacterias (Motisi et al., 2010; Barnes et al., 2020). El
aceite de neem (Azadirachta indica) se ha utilizado cominmente para el control de plagas
insectiles (Lucantoni et al., 2006). No obstante, algunos autores también proponen su uso
como biofumigante para el control de hongos patdgenos que parasitan raices de diversas
especies agricolas y forestales de interés econdmico, sin causar la muerte total de las
poblaciones microbianas benéficas nativas del suelo (Barros et al., 2014). Los objetivos
de este estudio fueron: a) verificar la etiologia de la marchitez y pudricion de raices de
portainjertos de aguacate en viveros comerciales en Tétela del Volcan, Mor., México, b)
evaluar la sensibilidad in vitro del complejo fungoso al producto comercial Nimicide 80®
(aceite de neem) y c) evaluar el efecto biofumigante in vivo de Nimicide 80® en sustrato

organico local.

2. MATERIALES Y METODOS
21. AREA DE ESTUDIO

En septiembre de 2021 se realizd un muestreo en el vivero comercial de aguacate
“Los dos diamantes” ubicado en Tétela del Volcan Morelos, México entre los 18° 49’ - 19°
071’ de latitud norte y 98° 37’ - 98° 47’ de longitud oeste a 2066 msnm. Se muestrearon
portainjertos de aguacate propagados a partir de semillas de genotipos nativos (Persea
americana var. drymifolia) injertados con el cv ‘Hass’. Las actividades de laboratorio se
desarrollaron en el Laboratorio de Enfermedades de Frutales y Epidemiologia-Lanref, del

Colegio de Postgraduados, en Montecillo, Texcoco, México.

2.2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS

Se obtuvieron muestras de raiz de 25 plantas de aguacate raza mexicana

injertadas con el cv. ‘Hass’ de 10 meses de edad con sintomas de marchitez,
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amarillamiento y necrosis radical. Las raices extraidas se guardaron en bolsas Ziploc®
y se trasladaron al laboratorio para su procesamiento. Fragmentos de raices de 1.0 cm
obtenidos de secciones independientes de cada sistema radical previamente lavados
con agua corriente y desinfestados con hipoclorito de sodio (NaClO) al 1%, alcohol al
70% y agua destilada estéril, se incubaron a 27 °C por 8 dias en cajas Petri con medios
a base de papa-dextrosa-agar (PDA 40 g L) suplementado con acido lactico (0.5
ml L) y medio selectivo NARPH [Harina de maiz (17 g L), Agar (20 g L), Natamicina
(Miconacina® 0.02 g L), Ampicilina (Hormona® 0.27 g L"), Rifampicina (Rifadin® 0.01 g
L"), Pentacloronitrobenceno (INTERPCNB 480° 0.1 g L), Hymexazol (TACHIGAREN 70%
WP 0.05 g L] (Erwin y Ribeiro, 1996). Los hongos aislados se purificaron por la técnica
punta de hifa, traspasados a nuevas cajas Petri con PDA (Valencia, 1996). Los hongos
se preservaron en tubos de ensaye con arena y PDA para su uso posterior. Las cepas
purificadas se identificaron con base en caracteristicas culturales de las colonias y
morfométricas de hifas y estructuras reproductivas. Se utilizaron las claves taxonémicas

de Barnett y Hunter (1998) para hongos y de Erwin y Ribeiro (1996) para Oomycetos.

2.3. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

Una vez obtenidos los aislamientos fungicos, se procedio a realizar las pruebas
de patogenicidad para cada una de las cepas, en invernadero bajo condiciones
asépticas. Para la preparacion del inoculo de cada uno de los patdogenos se realizé de
acuerdo al protocolo de Jemai et al. (2021). Se utilizaron frascos con un contenido de
50 g de semilla de avena var. ‘Turquesa’ previamente lavada y 50 ml de agua destilada,
estos se esterilizaron dos veces en autoclave a 120 °C por 1 h. En cada frasco se
depositaron discos de $5 mm de PDA con crecimiento fungoso de 3 dias. El inoculo
estuvo listo cuando los granos estaban completamente colonizados por el micelio.
El material vegetal usado, fueron plantas de aguacate de genotipos nativos (Persea
americana var. drymifolia), utilizando un total de 100 semillas cosechadas en San Felipe
Cuapexco, Pue., México. Las semillas se desinfestarén con hipoclorito de sodio al 2%
durante 5 minutos y se lavaron con agua destilada estéril. La siembra se realizd en
charolas de 40 x 25 cm con sustrato a base de Peat moss y perlita a una relacion
de 2:1, el cual previamente fue esterilizado en autoclave (120 °C, 3 h). El trasplante
se realizd a los 30 dds en bolsas de polietileno con una capacidad de 2.2 Kg y una
vez que las plantas tenian 20 cm de altura y cinco hojas verdaderas, se procedio a
la inoculacion de los patdgenos. Se inocularon un total de 16 plantas (2 repeticiones

de 8 plantas) por cada patdogeno, empleando el método de infestacion del sustrato,
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colocando 3 g de semilla colonizada por maceta (Scandiani et al., 2011) cerca de
la corona de la planta a la cual se le realizo pequenas punciones con una aguja de
diseccion desinfectada con alcohol al 70%. El tratamiento testigo para cada patdégeno
consistio en 4 plantas (2 repeticiones de 2 plantas) no inoculadas. Durante el ensayo
las plantas se mantuvieron a temperatura ambiente (23 °C +3 °C) y en condiciones de
alta humedad. La patogenicidad de los hongos patdgenos, se estimo por los sintomas
causados en las plantas inoculadas en comparacion al tratamiento testigo, por ejemplo,
marchitamiento, pudricidon de la corona, la raiz y nimero de plantas muertas. Al término
del ensayo se extrajeron las raices de las plantas lesionadas para el reaislamiento de los
patogenos, caracterizandolos nuevamente haciendo uso de los rasgos morfoldgicos

antes mencionados, cumpliendo asi con los postulados de Koch.

2.4 SENSIBILIDAD IN VITRO AL ACEITE DE NEEM

Se evalud por triplicado la sensibilidad in vitro del complejo fungoso obtenido al
Nimicide 80° (80% de aceite de neem). Los tratamientos fueron: 1) 0.7 ml L7, 2) 1.4 ml L7,
3) 3.0 ml LY, 4) Testigo (PDA, Bioxon®, sin Nimicide 80°). Se utilizo la técnica de “alimento
envenenado” (Dhingra y Sinclair, 1985). Cada tratamiento tuvo ocho repeticiones; una
caja Petri fue una repeticion experimental. El disefio utilizado fue completamente al
azar. Las cajas se incubaron a 27 °C por 5 d. Las variables fueron: inhibicion de colonias
(%), esporulacién (conidios/ cm?) y viabilidad (%), caracterizacion morfoldgica, cultural
y microscopica de las cepas fungicas, periodo (dias) a formacion de estructuras de
resistencia, duracion (dias) de la viabilidad del ingrediente activo y concentracion efectiva
(CE,,). Se realizaron analisis de varianza, probit y separacion de medias con Tukey
(p<0.05) usando el programa estadistico SAS (SAS, 2002 Version 9.0).

2.5. EFECTO BIOFUMIGANTE DE EXTRACTO DE NEEM EN SUSTRATO

Se contrasto el efecto biofumigante del Nimicide 80® con el quimico convencional
metam sodio (Busan®1020) para la desinfestacion del sustrato experimental (suelo
nativo adicionando con residuos de hoja de aguacate). Los tratamientos fueron: 1)
Nimicide 80®(3 ml L), 2) Busan®020 (5 ml L), 3) Testigo (suelo sin tratamiento). Se
evaluaron las unidades formadoras de colonias por g de suelo (UFC g”) en 100 pL
de una dilucién 10 para hongos y de 10 para para bacterias y actinobacterias en
placas Petri con medio PDA, adicionado con sulfato de estreptomicina, acido lactico
y tergitol para hongos y Agar nutritivo (Bioxon® Becton Dickinson) para bacterias y

actinobacterias. La evaluacion se realizd de manera visual con base en las UFC g
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Se evaluaron cuatro repeticiones por tratamiento, una caja Petri como repeticion. Los
datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza y separacion de medias con
Tukey (p<0.05).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. MICROORGANISMOS PATOGENOS

Con base en caracteristicas culturales y morfométricas de colonias (Barnett y
Hunter, 1998; Erwin y Ribeiro, 1996), los organismos aislados se identificaron como
Fusarium sp., Rhizoctonia sp., llyonectria sp., Pythium sp.y P. cinnamomi.

Figura 1. Caracteristicas culturales de colonias de hongos y pseudohongos, aislados de raices de portainjertos
de aguacate (Persea americana var. drymifolia) con sintomas de marchitez, en medio PDA y a diez dias de edad.

Fusarium sp. (1), Rhizoctonia sp. (2), llyonectria sp. (3), Pythium sp. (4) y Phytophthora cinnamomi (5). Observacion
por anverso (a) y reverso (r).

3.2 SENSIBILIDAD IN VITRO AL ACEITE DE NEEM

Estos organismos, con excepcion de Pythium sp., fueron altamente sensibles
(p<0.0001) a Nimicide 80°. La azadiractina tuvo un impacto desfavorable en la apariencia,
crecimiento y desarrollo de estructuras reproductivas en Fusarium sp., Rhizoctonia sp.

llyonectria sp. y P. cinnamomi. En general, la dosis alta (3.0 ml L"), promovio los mejores

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais VI Capitulo 9 m



resultados en las variables evaluadas. Los valores promedio de inhibicion fueron de 80.7-
96.9%. Fusarium sp. e llyonectria sp. mostraron la menor esporulacién (33.9 y 6.7%) y
viabilidad (17.9 y 2.7%). Asimismo, el periodo promedio de formacion de estructuras de
resistencia para Pythium sp.y P. cinnamomi fue de 7 y 21 d. No se observaron estructuras
de este tipo en Fusarium sp. El efecto benéfico de la Azaridactina fue observado por
Khan et al. (2020), quienes al evaluar diferentes concentraciones (0.5-3.5 %) in vitro de
extracto metanodlico de neem, obtuvieron una inhibicion de 86-90% en el desarrollo de
Sclerotium rolfsii, patdbgeno del garbanzo (Cicer arietinum). Asimismo, Coventry y Allan
(2001) redujeron la germinacion conidial de Sphaerotheca fuliginea hasta un 11% con una
dosis de 62.5 ppm de extracto de neem a una concentracion de 55%. En este trabajo,
el extracto de azadiractina no tuvo efecto inhibitorio sobre Pythium sp. Es posible que
esta especie no muestre sensibilidad con algunos compuestos organicos, tal como
fue documentado por Kirkegaard y Sarwar (1998) quienes tampoco registraron efecto
biofumigante de extractos preparados a base de especies de Brasicas sobre Pythium sp.,

participante en un complejo fungoso en cereales.

3.3. EFECTO BIOFUMIGANTE DE ACEITE DE NEEM EN SUSTRATO

La azaridactina también redujo significativamente las unidades formadoras de
colonias bacterianas en el sustrato tratado (p<0.0001). Con la dosis utilizada en campo
(de 3 ml L), se redujo la densidad bacteriana hasta un 63.4% mientras que con el
metam sodio solo se redujo un 12.4% (Figura 2). La proporcion de colonias fungosas
eliminadas por la fumigacion (Figura 3) fue estadisticamente similar (p>0.05) entre los
tratamientos quimico (100%) y organico (95%). Resultados similares se obtuvieron por
Jemai et al. (2021), quienes redujeron significativamente las poblaciones de Fusarium
oxysporum f. sp. capsici en el cultivo de chile, tratando el suelo con extractos de neem

y Trichoderma harzianum.
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Figura 2. Densidad bacteriana en un sustrato organico utilizado en un vivero de aguacate nativo Persea americana
var. drymifolia, sesenta 'y dos dias después de la aplicacién de los tratamientos de fumigacion. T2, suelo adicionado
con aceite de neem (azadiractina); T1, sustrato tratado con metam sodio (N-methil ditiocarbamato de sodio); TO,
sustrato sin fumigacion.
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Figura 3. Poblaciones de hongos totales en un sustrato organico utilizado en un vivero de aguacate nativo Persea
americana var. drymifolia, sesenta y dos dias después de la aplicacion de los tratamientos de fumigacion. T2, suelo
adicionado con aceite de neem (Nimicide 80®); T1, sustrato tratado con metam sodio (N-methil ditiocarbamato de
sodio); TO, sustrato sin fumigacion.
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4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el aceite de neem puede
inhibir directamente la germinacién de esporas y el crecimiento micelial del complejo
funguso patogénico del suelo. Aun cuando la efectividad biofumigante del aceite de neem
contra bacterias y hongos fue de 63.4 y 95 %, su eficiencia en una estrategia de manejo
puede potenciarse si se combina con otras medidas culturales, en un modelo de Manejo

Integrado de Plagas (MIP).
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