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Resumen

La lechuga (Lactuca sativa L.) es la principal hortaliza de hoja en la dieta humana
actual, ya que representa una fuente de vitaminas y minerales; tan solo en el estado
de Guanajuato en el afio agricola 2024 se cosecharon 6605 hectareas de este
cultivo. Sin embargo, su produccion se ha complicado debido al impacto de
enfermedades de suelo como lo son marchitamientos, pudriciones y secadera de
raiz provocados por patdbgenos como Fusarium spp. y Sclerotinia sp. El objetivo de
este estudio es identificar el método de control mas efectivo para el control de estas
enfermedades evaluando tanto en condiciones controladas como en campo abierto.
Para el experimento in vitro se aislaron dos especies de Fusarium y una de
Sclerotinia de la region productora del noreste de Guanajuato para la realizaciéon de
pruebas de efectividad biologica (PEB) utilizando un disefio experimental
completamente al azar conformado por un testigo, una molécula quimica
(tebuconazole + trifloxystrobin y trifloxystrobyn + fluopyram respectivamente), un
extracto de Larrea tridentata, una cepa de Bacillus subtilis y una de Tichoderma
harzianum utilizando las técnicas de plato envenenado y competencia. Para la
evaluacion en campo se establecieron plantas de lechuga tipo iceberg de
variedades comerciales (Abdulion y Judalina) en un predio con antecedentes de
problemética con ambas enfermedades, se consider6 una planta como repeticion y
se aplicaron los mismos tratamientos. Se realizaron bases de datos con las
evaluaciones que resultaron de los monitoreos periédicos basados en las escalas
de severidad de realizacion propia. Asi se determind que el mejor agente de control
fue la molécula quimica para ambas enfermedades, obteniendo comportamientos
similares y estables con un efecto fungicida, sin embargo, T. harzianum demostro
una gran capacidad de inhibicion en el crecimiento de todos los hongos, no
obstante, su colonizacion estad condicionada por los factores ambientales y el
tiempo, lo que significa la posibilidad de crecimiento del hongo durante el periodo
de desarrollo del agente de control. El efecto de L. tridentata esta sujeto a la
variabilidad intraespecifica, es decir, depende de la especie a la que se dirija el
control. B. subtilis no mostré6 un efecto inhibidor en ninguna de las pruebas

realizadas. Los resultados en campo fueron congruentes con las PEB.
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1. INTRODUCCION

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una especie vegetal que pertenece a la familia de
las asteraceas. Su origen es del sudoeste asiatico, del area alrededor de los rios
Eufrates y Tigris, donde se cree que la humanidad inicio la agricultura y de donde
provienen la mayor cantidad de variedades silvestres emparentadas (Lopez y
Frezza, 2022). Su nombre genérico procede del latin Lactis que significa leche, esto
en referencia al latex con apariencia lactica que exudan los tallos de la panta al

momento de ser cortados.

Este cultivo se considera como la principal hortaliza de hoja en la dieta humana
actual. (Carrasco et al. 2016). La lechuga es una gran fuente de vitaminas y
minerales; esto se debe principalmente a que se consume fresca, lo que significa
que contiene la mayoria de sus nutrientes en comparacion a otros vegetales que se
cocinan o procesan antes del consumo. (Chaski et al. 2022). En el afio agricola
(otofio —invierno +primavera verano) del afio 2024 se cosecharon 21,746.79
hectareas de lechuga en el territorio mexicano con un rendimiento promedio de
23.56 toneladas por hectarea, lo que significé un valor productivo de 2,846,703,580
de pesos. En el mismo afio, el estado de Guanajuato que ocupa el lugar nimero
uno en la produccion total nacional registr6 una superficie cosechada de 6,605
hectareas con un rendimiento promedio de 21.59 toneladas por hectarea. (Anuario

Estadistico de la Produccién Agricola, 2024).

La reduccién que se presentd en el rendimiento promedio por hectarea del estado
de Guanajuato respecto a la media nacional registrada en el mismo afo puede ser
causada a diversos factores tanto bidticos como abioéticos; sin embargo, segun el
Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Guanajuato (CESAVEG), quien es el

organismo encargado de dar seguimiento a los problemas fitosanitarios asociados
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a diversos cultivos producidos en la entidad, a través de la operacion de programas
y campafas fitosanitarias en coordinacion con productores e instituciones federales
y estatales; en la region agricola del estado se presentan problematicas de plagas
y enfermedades como la secadera de raiz (Fusarium spp.) que pueden provocar

dafios en el cultivo en el orden del 30% o mas en la produccion.

Una de las principales causas en la reduccion del rendimiento en lechuga es la
constante aparicion de enfermedades causadas por patdogenos en el suelo como lo
son Fusarium spp. y Sclerotinia spp. Las especies de Fusarium son habitantes
comunes del suelo y causan marchitamientos y pudriciones radicales y se presentan

en cualquiera de las etapas de desarrollo del cultivo (Damicone y Manning, 1985).

En cuanto a Sclerotinia; es la causante de la pudricion blanda la principal
enfermedad en este cultivo, la cual ocasiona pérdidas considerables para los

productores. (Arias et al. 2007).

Sin duda los métodos de control quimicos son la estrategia mayormente utilizada
para el control de estas enfermedades, esto debido a la velocidad en la que se
pueden observar los resultados; sin embargo, con la finalidad de reducir costos,
evitar fitotoxicidades y resistencias adquiridas de los patdgenos a las moléculas los
métodos de control biolégico han cobrado un gran auge en las producciones
intensivas del cultivo de lechuga en los ultimos afios. Esta nueva metodologia de
control de algunas probleméticas fitosanitarias ha tomado importancia en los ultimos
afos, fundamentada principalmente en la seleccion de organismos del suelo con
propiedades antagdnicas contra quienes son causantes de enfermedades en las

plantas y su implementacion en manejos agronémicos (Fravel, 2005).

El presente estudio busca encontrar el mejor método de control, indistintamente si
es quimico o bioldgico, para el control de Fusarium spp. y Sclerotinia sp. con la
finalidad de dar una alternativa de solucion a la gran problematica que enfrenta el
estado de Guanajuato, basandose en las estrategias que se tienen actualmente en
los sistemas de produccion y dando también oportunidad a los nuevos productos

biolégicos que se estan introduciendo al mercado.
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1.1 Objetivo

Identificar el método de control més efectivo para Fusarium spp y Sclerotinia sp en
el cultivo de lechuga evaluando cada uno de los patdgenos en condiciones

controladas y en campo abierto.

1.1.2 Objetivos especificos

e Evaluar el desempefio de productos quimicos y bioldgicos en un escenario
real, con un panorama adverso y una problematica tangible.
e Realizar una comparativa entre los resultados que se obtienen con los

mismos tratamientos evaluados en laboratorio y a campo abierto.

1.2 Hipotesis

El tratamiento que mostrarA mejores resultados es el hongo Trichoderma
harzianum. evitando la incidencia de ambas enfermedades. Ademas, incrementara

la calidad de la lechuga gracias a sus propiedades estimulantes.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen e historia de la lechuga

Antes de ser domesticada, la lechuga crecia de manera silvestre. No se sabe con
exactitud cuales especies participaron en la evolucién que dio lugar a la lechuga
gue conocemos hoy en dia, sin embargo, existe evidencia de que Lactuca serriola
es uno de sus ancestros directos dado que sus cromosomas son morfolégicamente
similares y pueden cruzarse libremente (De Vries, 1990; Kesseli et al, 1991; De
Vries, 1997).

El centro de origen de esta especie probablemente se encuentra entre Asia Menor
y la cuenca del Mediterraneo (Vavilov, 1992), no obstante, la transicion a su forma
de consumo tuvo lugar en el area del Mediterraneo oriental, en Egipto, cerca del rio
Eufrates y el rio Tigris (Ryder, 1999).

Desde el antiguo Egipto, la lechuga ya en su forma doméstica se extendi6é a Grecia,
Roma y toda la regién Mediterranea. La primera indicacién de su cultivo en Europa
Occidental fue encontrada en el herbario de Schoffer, en 1485, quien describi6
cuatro tipos de lechuga (De Vries, 1997).

13



2.2 Clasificaciéon taxonémica

La lechuga es una dicotiledonea de la familia Asteraceae. Presenta una amplia
diversidad debido a los distintos tipos de hojas y habitos de crecimiento de las

plantas.

Lactuca sativa fue descrita por Carlos Linneus de la siguiente manera en 1753, el

texto se publico en Species Plantarum numero 2:795.

Reino-------------------- Plantae
Division----------=--=nmomo- Magnoliophyta
Clase -------s=s-momomomeenene Magnoliopsida
Orden ------------mcmommmeeee Asterales
Familia —-mmmmmees Asteraceae
Subfamilia ---------------------- Cichorioideae
Tribu ------m-memmmme oo Lactucae

Geénero-----------=-=----mmmmoo- Lactuca

Especie ------------------ --- sativa

2.3 Descripcion botanica

La lechuga tipo iceberg se caracteriza por formar un cogollo o cabeza apretada y

compacta, su peso oscila entre los 500 y los 1000 gramos.
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2.3.1 Raiz

Pivotante y gruesa, con adelgazamiento gradual en la profundidad con
ramificaciones, frecuentemente no rebasan los 30 cm de profundidad. La mayor
densidad de raices se ubica cerca de la superficie; por tanto, la absorcion de
nutrientes ocurre en las capas mas superficiales del suelo (Jackson, 1995).

2.3.2 Tallo

Simple, comprimido, cilindrico, con habito de roseta y ramificado, puede alcanzar
1.2 metros de altura cuando transcurre a la etapa reproductiva y termina en una

inflorescencia (Kristkova et al., 2005).

2.3.3 Hoja

Generalmente onduladas y crespas en el exterior, con una nervadura central ancha
de color blanco con lamina protuberante, margen sinuoso y sésiles. Las hojas
internas son envolventes y acucharadas. El valor comercial es directamente

proporcional al grado de compacidad de la cabeza formada (Jackson, 1995).

2.3.4 Flor

La infloresencia es una panicula corimbosa compuesta de capitulos de 15 a 25
flores cada uno con una coloracion amarilla (Camacho, 2015) Hay cinco
estambres, las anteras estan fusionadas formando un tubo. Cuando la flor se abre,
el estilo se elonga mientras las anteras dehicen desde adentro y el polen suelto es

barrido hacia arriba por el estilo y los pelos del estigma
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2.3.5 Fruto

Aquenio indehiscente de una sola semilla de entre 3 y 4 milimetros de largo con

vilano. Practicamente es la semilla de la especie. (Ryder, 1999).

2.4 Requerimientos edafoclimaticos

La lechuga es cultivada casi en todos los paises del mundo. El manejo de los
factores climaticos de forma conjunta es fundamental para el funcionamiento
adecuado del cultivo ya que todos se encuentran correlacionados y la actuacion
sobre uno de ellos de manera individual incide sobre el resto (Sanders, 2019).

2.4.1 Temperatura

Durante el proceso de la germinacion se requiere estar en un rango de 18 a 21°C.
Las temperaturas superiores a los 26 °C pueden inhibirla, a esto se le llama
termodormancia (Ryder,1999). En el periodo comprendido desde el trasplante a la
cosecha la temperatura Optima se encuentra de los 10 a los 23 °C. La tasa de
formacién de la cabeza se dispara con aumentos de la intensidad de la luz recibida
a una temperatura constante. El ancho y largo de las hojas se ven directamente
correlacionados con el largo del dia y la intensidad luminica, los dias largos de
primavera incrementan el ancho de las hojas; mientras que los dias cortos del

invierno estimulan el alargamiento de las hojas en su mayoria (Bensink, 1971).

2.4.2 Suelo

Requiere suelos franco-arenosos o arenosos-limosos con un contenido alto de
materia organica, con pH de 5.5 a 7.0, el pH del suelo influye en la asimilacion de
nutrientes, el pH que proporciona mejores condiciones es ligeramente acidos.
(Ginés y Mariscal 2002). Si el pH del sustrato se encuentra en el rango 6ptimo la

mayoria de los nutrientes mantiene su maximo nivel de solubilidad. (Barbaro et al.
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2013); y con la capacidad de retencion de agua en las capas superficiales donde se

encuentran las raices.

2.4.3 Humedad relativa

Al ser una hortaliza compuesta en gran proporcién por agua y tejido blando, la
lechuga no tolera periodos de sequia, la humedad relativa puede ir del 80% hasta
el 60%, no obstante, la humedad relativa elevada converge con incidencia de

enfermedades de tipo fungicas (Sanders, 2019).

2.5 Fenologia del cultivo

La lechuga cumple cuatro fases vegetativas y el tiempo que abarcan cada una de

ellas depende de la variedad cultivada:

La primera de ellas es la fase de plantula, aqui aparece la radicula y emergen los
cotiledones, con el paso de los dias se desarrollan pelos absorbentes y culmina con
la aparicion de la tercera o cuarta hoja verdadera. Este periodo comprende de tres

a cuatro semanas y se da principalmente en invernadero (Carrasco, et al., 2016).

La fase de roseta consta principalmente de aparicién de hojas con peciolos mas
cortos progresivamente y termina con la formacion de una roseta de 12 a 14 hojas,

de la misma manera esta fase dura de tres a cuatro semanas.

La formacion de cabeza se da posteriormente con el ensanchamiento y
amoldamiento de las hojas, esto causa que las hojas nuevas queden envueltas por
las que se forman posteriormente, esta fase dura de dos a tres semanas. En este

punto las lechugas se cosechan para comercializarse.

La ultima etapa es la floracion, la cabeza pierde turgencia, las hojas se alargan vy el
tallo se elonga para culminar con la aparicion de la infloresencia (Lardizbal y
Medlicott, 2010).
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2.6 Produccién nacional

En México se producen mayoritariamente las variedades Romana y Orejona, estas
aportan el 98% de la cosecha. Gracias a esto el pais ha logrado posicionarse como
el noveno productor a nivel mundial, con una participacion de 1.8 y una tasa media
anual de crecimiento de 4.2% (Secretaria de Agricultura, 2024).

En el transcurso del ciclo primavera-verano del afio 2024 se registré una superficie
sembrada de 11,275.81 ha, de las cuales se cosecharon 11,269.81 ha. De la misma
manera durante el resto del afio agricola, es decir, en el ciclo otofio-invierno se
sembraron 10482.98 ha y se cosecharon 10,476.48 hectarea (Cuadro 1).

Valor
Produccion
{miles de
Pesos)

Superficie Rendimiento PMR

(ha) Producciéon  (ydm/ha)  ($/udm)

Sembrada Cosechada Siniestrada

Lechuga| 10.482.98 | 10.476.98 24872571 2374 |6.177.65/1,536,541.11
Total | 10,482.98 | 10,476.98 6 248.725.71 23.74 | 6,177.65/1,536,541.11

Cuadro 1. Produccion de lechuga del afio agricola 2024 en condicion de riego y
temporal en México. Extraido del Anuario Estadistico de la Produccién Agricola,
2024.

2.7 Moléculas quimicas

El control quimico de enfermedades en la agricultura es una alternativa eficiente,
rapida, practica y econdémicamente viable, no obstante, de la misma manera que las
malezas y los insectos las especies de hongos pueden generar resistencia
volviendo obsoletas las moléculas destinadas a la proteccion vegetal generando
grandes problemas para los productores y la poblacion en general (Hollomon, 2015;
Carmona et al., 2017).
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2.7.1 Tebuconazole

Es un fungicida sistémico de amplio espectro de la familia de los triazoles usado en
la agricultura para el control de hongos en frutales, oleaginosas, cereales y
hortalizas tiene una residualidad en el suelo de 49 a 610 dias bajo condiciones
aerobicas (Strickland et al., 2004).

2.7.2 Trifloxystrobin

Un fungicida relativamente nuevo del grupo de las estrobirulinas, actia en contra de
un amplio rango de patdgenos de las plantas. Es efectivo en el control tanto de

oomicetes como de ascomicetos (Reuveni, 2001).

2.7.3 Fluopyram

Es un nematicida utilizado para el control de distintas especies, sin embargo, se
descubri6 que esta molécula inhibe el complejo mitocondrial 1l de la cadena
respiratoria aerdbica en hongos lo que ofrece proteccion completa a las raices de
las plantas contra patdgenos del suelo y nematodos agalladores (Avenot et al.,
2010; Heiken, 2017).

2.8 Larreatridentata L.

También conocida como gobernadora, es un arbusto que pertenece a la familia
Zygophyllaceae, de porte erecto con crecimiento ramificado en la base que llega a
alcanzar los 3 metros de altura. Crece de manera abundante en la regién norte del
pais en altitudes de 400 a 1800 m.s.n.m. Los extractos de esta planta han
demostrado tener accion antifingica bajo condiciones in vitro en al menos 17
especies de hongos fitopatégenos. De la misma forma se ha confirmado que pueden
inhibir o controlar in vivo seis hongos de importancia econdmica en la agricultura.
(Lira-Saldivar et al., 2003; Vargas Arispuro et al., 2006; Jasso et al., 2007).
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2.9 Bacillus subtilis

Es considerado como uno de los microorganismos de mayor importancia en la
agricultura actual, ya que se ha demostrado su efectividad en el control de las

enfermedades que afio con afio merman la produccion agricola (Tseng et al., 2020).

Es una procariota ampliamente distribuida en la naturaleza. Su forma es bacilar con
un didmetro aproximado de 850 nandmetros, es Gram positiva, aerobia y anaerobia
facultativa. Crece en un rango de pH de 4.9 a 9.3 a temperaturas de 10 a 48 °Cy
tiene la capacidad de formar endosporas (Fig 1). Es conocida por la produccién de
una gran variedad de compuestos de accionantimicrobiana (Ravel & Fraser, 2005;
Errington & Wu, 2017).
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Fig. 1. Representacion esquematica del ciclo de Bacillus subtilis. Extraido de
Caracteristicas generales y su aplicacibn en la agricultura. TIP Revista

Especializada En Ciencias Quimico-Bioldgicas.
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2.10 Trichoderma harzianum

Es de amplia importancia en el panorama de la agricultura actual ya que se ha
demostrado su efectividad como promotor del desarrollo de las plantas al ser un
habitante comun de la rizosfera asi como inductor de resistencia a diferentes tipos

de estrés (Jangir, Pathak & Sharma, 2017).

Es un hongo aerobio que se aisla a partir de suelos ricos en materia organica, con
valores de pH acidos y neutros. Se han descrito mas de 200 especies y alrededor
del 10% han sido aprovechadas como agentes de control biolégico de
enfermedades de importancia agricola. Los factores clave que contribuyen a su
efectividad son su rapido crecimiento, su capacidad de colonizacién y la produccién

de metabolitos con actividad antimicrobiana.

A continuacion, se presenta la clasificacion taxondémica de Schoch y sus

colaboradores realizada en el afio 2020.

Reino-------------------- Fungi
Filo---------=-=-mm e Ascomycota
Division ------------m-mommmeee- Pezizomycotina
Clase --------------=-mmemmmme- Sordariomycetes
Orden-----------=-=mmemmmmmeee- Hypocreales
Familia -----------------------—---—- Hypocreaceae
GEéNnero ------------=-=-=-m-mmmooo- Trichoderma
Especie-----------------mmmmm oo harzianum
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2.11 Fusarium spp.
Es un hongo cosmopolita que tiene la capacidad de parasitar mas de 100 especies
de plantas tanto Gimnospermas como Angiospermas gracias a los diversos
mecanismos que tiene para vencer sus defensas (Bosland, 1998). Produce
colonias de rapido crecimiento de morfologia muy variable, puede ser de tipo
micelial aéreo, algodonoso y de coloracion variable y pocas microconidas
(Booth,1970) o de tipo pionotal con poca o nula presencia de micelio y abundantes

microconidas.

El marchitamiento vascular ocasionado por Fusarium spp. es una de las
enfermedades que mayores pérdidas ocasiona en el mundo en los ultimos afios
(Garibaldi y Gullino, 1987). Las especies de Fusarium causantes de marchitez
siguen un patrén similar de infeccion; penetran por la raiz y colonizan en el tallo de

las plantas el sistema vascular (Turlier, et al. 1994).
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Fig. 2. Ciclo y sintomas de la enfermedad causada por Fusarium oxysporum.
(Agrios, 2005).
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2.11.1 Clasificacion taxondmica (Martinez et al., 2015)

Reino-------------------- Fungi
Filo-----------------m---—- Ascomycota
Division ------------m-m-memeee- Eumycotina
Clase -----------------ommmoo- Sordariomycetes
Orden-------------=-mmmmemmmmee- Hypocreales
Familia -----------------------—-—-—- Nectriaceae
Género ----------------m-mome oo Fusarium
Especies-------=-=-=-=smemmoeoemeaenu-- oxysporum;
chlamydosporum
2.12 Sclerotinia scleotiorum

Es el patdgeno causante de la enfermedad conocida como moho blanco, es un
habitante del suelo y que afecta a mas de 360 especies de plantas cultivadas, la
presencia de esta enfermedad en la lechuga puede derivar pérdidas que van
desde el 20 hasta el 70% dependiendo de las condiciones ambientales a las que
esté sometida (Pérez 2003).

Los sintomas en la lechuga se manifiestan como marchitez de hojas viejas con la
presencia de crecimiento micelial algodonoso blanco hacia la parte basal o centra
del tallo a partir del cual se forman los esclerocios, que son las estructuras de
reposo compuestas por una porcién interna de color claro llamada médula y una
cubierta externa negra llamada corteza (Agrios, 2005; Berlin, 1998).

23



a_ ko

M'r,-ueliu_n-; imdég succulent ‘White, fluffy mycelium grows on
tissues ropidly. Cells collopse  surfoce of invaded tissue. Mycelium
confinues toinvode Hssues

Mycelium attacks kower

Ascospores stern, roots efe.
discharged L

Sclerotia form on iRl sramEb et
surfoce orin i
covitigs of
= infected trisue
ol

Apothecium | 4

larotio
e

-
Scleratio germinate to produce

Cotlony soft rot of bean podsin field
apothecio or mycelium ar in transit

Fungus overwinters as mycelium or Cottony rot of
sclerotia |r_||d¢ud or living plants and stored fruit
M oF on Soi

Cottany soft rat of
carrat and cabboge

Fig. 3. Ciclo y sintomas de la enfermedad causados por Sclerotinia sclerotiorum.
(Agrios, 2005).
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2.12.1 Clasificacion taxonémica

Se presenta la clasificacidn realizada por Bolton y sus colaboradores en el afio 2006.

Reino-------------------- Fungi
Filo-------=-mememmmeeee- Ascomycota
Division -------=-=--=mmnmnmneee Eumycotina
Clase -------------=--m-mmemeev Discomycetes
Orden-----------=-=-mmemmmmm oo Helotiales
Familia -------------------------—--- Sclerotiniaceae
Género ----------------m-m-mmome - Sclerotinia
Especie---------=--mmmmmmmmm oo sclerotiorum
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion

La primera parte del proyecto, es decir, las pruebas de efectividad biologica se
llevaron a cabo en el laboratorio de Fitopatologia de licenciatura de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro ubicado en las coordenadas 25°23'36"N

101°00'02"0 a una altura de 1783 metros sobre el nivel del mar (msnm).

3.2 Aislamiento de hongos

La recoleccién de las muestras se efectud en un rancho agricola de explotacién
intensiva ubicado en el municipio de Doctor Mora en el estado de Guanajuato;
donde existen probleméaticas graves con enfermedades del suelo y se trabaja

constantemente en alternativas de solucion.

Se extrajeron dos muestras de suelo con gran presencia de inoculo tanto de
Fusarium spp, como de Sclerotinia spp. en dos parcelas respectivas, la
metodologia de muestreo que se llevo a cabo fue la remocion del suelo
aproximadamente a 30 cm de profundidad en una distribucion espacial de cinco

de oros para asegurar muestras representativas de los predios infectados.

El suelo se mezclé y se tamizaron 100 gr en tamiz de nematodos de diferentes
medidas; para la obtencién de Sclerotinia, se identificaron y aislaron las
estructuras de resistencia del hongo. Para la obtencion de Fusarium, se peso 1
gr de la muestra homogeneizada y tamizada previamente, para realizar diluciones
hasta llegar a una concentracion de 1x103, de la cual se realizaron siembras en
medios de cultivo PDA de 50 pL.
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De una planta enferma con sintomatologia de Sclerotinia, (recolectada del mismo
predio del que se obtuvo la muestra de suelo), se extrajeron explantes de micelio

activo y se aislaron en cajas Petri con medios de cultivo PDA.

Se cortaron segmentos de la raiz de una planta con sintomatologia presente de

Fusarium.

Los esclerocios se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% durante 2 minutos,
se enjuagaron con agua destilada cuatro veces y se dejaron secar por 3 dias a

temperatura ambiente.

Se desinfectaron los segmentos de raiz siendo sumergidos en hipoclorito de sodio
al 3% durante un minuto para posteriormente enjuagarse en agua destilada tres

veces durante 30 segundos.

Como medio de cultivo principal para las pruebas se utiliz6 papa dextrosa agar
(PDA) convencional prefabricado de la marca BD Bioxon vaciado en cajas Petri y

se esterilizado en el autoclave a 15 libras de presion durante 15 minutos.

Se elaboraré también un medio de cultivo PDA de 250 ml adicionado con 1ml de
acido lactico con la intencién de bajar el potencial de hidrogeno y se esterilizé en

el autoclave a 15 libras de presion durante 15 minutos.

Con la finalidad de estimular la germinacién de las estructuras de resistencia del
Sclerotinia se adicion6 un lote de 10 cajas Petri con medio de cultivo PDA con un
extracto de lechuga, hirviendo 50 gr de hojas de lechuga en 500 ml de agua
destilada (PDA + lechuga) y se esterilizé en el autoclave a 15 libras de presion
durante 15 minutos. De la misma manera se realiz6 un PDA + ajo siguiendo la
misma metodologia con 50 gr de bulbos de ajo machacados sin cascara hervidos
en 500 ml de agua destilada, ademas de 1 ml de acido lactico concentrado y se

esterilizo en el autoclave a 15 libras de presion durante 15 minutos.
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Para extraer las cepas de Fusarium presentes en la muestra se utilizaron dos
métodos; el primero fueron las diluciones seriadas y consta de mezclar un gramo
de muestra de suelo ya homogénea en 10 ml de agua destilada estéril y diluir
secuencialmente de 1 ml de solucion en 9 ml de agua destilada en tubos de
ensaye hasta llegar a una concentracion de 1x103. Una vez teniendo la
concentracion se colocaron 50 microlitros de la misma en un medio de cultivo

PDA convencional para extraer la primera cepa de Fusarium spp.

El segundo método consta de la siembra directa, lo cual consiste en sembrar los
explantes de raiz con sintomatologia de Fusarium en medios de cultivo PDA

convencional.
Todas las siembras se llevaron a incubacién a una temperatura de 24 °C.

Se examinaron los crecimientos de las siembras principales y se tomaron
explantes de micelio de las especies de interés con el sacabocado para

sembrarse en otro medio de cultivo estéril para que crecieran sin contaminantes.

Una vez purificado el hongo se realizaron laminillas y se revisaron bajo el
microscopio para identificar las estructuras distintivas de las tres cepas
estudiadas.

3.1 Multiplicacion de colonia de Bacillus subtilis

Se prepar6 un caldo nutritivo para bacterias en un matraz Erlenmeyer siguiendo
las instrucciones del fabricante para reproducir una cepa de B. subtillis activa,

proporcionada por la universidad.

Para su aplicacion en campo, se realizd una solucibn concentrada
aproximadamente a 1x108 en la escala de McFarland; para conocer la cantidad de
bacilos por aplicacion se realiz6 un conteo de los mismos en la camara de
Neubauer, se realizd una conversidbn matematica para determinar la cantidad de

solucién a suministrar.
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3.2 Multiplicacién de Trichoderma harzianum

La multiplicacion del hongo se realiz6 colocando un explante de una cepa de T.
harzianum proporcionada por la universidad en un medio de cultivo PDA

convencional.

Se realiz6 la reproduccion masiva de en arroz estéril, para su aplicacion en campo.
Se realizé un conteo de esporas en la cAmara de Neubauer de una solucion de 5gr
de arroz inoculado para saber la cantidad de esporas que se suministraran a las
plantas buscando una concentracién de 1x108 en la escala de McFarland, se realiz6
una conversibn matematica para determinar la cantidad de arroz inoculado a

suministrar.

3.3 Pruebas de efectividad bioldgica

Las pruebas de efectividad bioldgica son ensayos de validez cientifica que
determinan la capacidad de un agente para controlar el desarrollo de los hongos

patdgenos estudiados.

Para la realizacibn de las pruebas se utilizé un disefio experimental
completamente al azar con diez repeticiones por tratamiento para cada especie.
Se utilizaron dos unidades experimentales, una para cada enfermedad estudiada.
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Cuadro 2. Tratamientos in vitro

Patogeno Tratamiento Dosis Técnica utilizada
Fusarium Testigo 0

Fusarium Consist max 1 mi/l Plato envenenado
Fusarium Kateme 1.25 ml/I Plato envenenado
Fusarium B.subtilis 50 i Competencia
Fusarium T. harzianum Explante sacabocado #5 Competencia
Sclerotinia Testigo 0

Sclerotinia  Luna sensation 1.68 ml/l Plato envenenado
Sclerotinia Kateme 1.25 mi/l Plato envenenado
Sclerotinia B.subtilis 50 i Competencia
Sclerotinia T. harzianum Explante sacabocado #5 Competencia

Consist max-Tebuconazole+Trifloxystrobin, Kateme-Extracto L. tridentata, Luna
sensation-Fluopyram+Trifloxystrobin

La técnica de plato envenenado consistié en adicionar en la preparaciéon de cada
uno de los medios de cultivo el fungicida a evaluar, para posteriormente realizar
la siembra. La técnica de competencia consta de colocar un explante del micelio
del patégeno en un extremo de la caja Petri y; de la misma manera en el
hemisferio contrario colocar el agente de control biolégico en cantidad

equivalente.

3.4 Evaluacion de la efectividad de los tratamientos

Para efectos de una correcta evaluacién de resultados se realizdé un andlisis de
varianza factorial con las respectivas pruebas de medias de Tukey para cada una

de las unidades experimentales.

El andlisis factorial es una aplicacién sistematica del método que sirve para

obtener cierto tipo de contrastes ortogonales entre tratamientos.

La dinAmica de evaluacion de resultados fue la misma para ambos patdgenos, se
midio el crecimiento radial cada 24 horas en los cuatro puntos cardinales de cada
uno de los explantes de hongo fitopatbgeno sembrado hasta que las diez

repeticiones de los testigos se cubrieron por completo de micelio.
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Cuando el crecimiento del patégeno se detuvo se generd una marca transparente
alrededor del micelio, a esa marca se le denomina halo de inhibicién, se da

cuando un agente de control imposibilita el crecimiento del micelio del hongo.

Se realiz6 también una medicion 15 dias después de la ultima medicién
registrada, esto con la finalidad de determinar si el producto tiene una accién

fungicida o fungistatica.

Con las mediciones recopiladas se formé una base de datos y se realizo el anélisis
estadistico para determinar cudl tratamiento es mas efectivo en base a donde

crecié en menor cantidad el patégeno.

3.5 Evaluacién en campo

El proyecto en campo se llevo a cabo en el rancho Florencia, propiedad del grupo
Agricola Nieto S de P.R. de R.L. De C.V ubicado en la localidad de Doctor Mora,
municipio del noreste del estado de Guanajuato en las coordenadas 21°10'52"N
100°44'88"0 a 2035 msnm. El clima de esta regién esta denominado templado
semiarido con lluvias en verano, la temperatura media anual es de 19.2 grados

centigrados y la precipitacion anual es proxima a los 697.6mm.

3.6 Material vegetal

Los materiales que se utilizaron son lechugas tipo iceberg, la primera variedad fue
la denominada Abdulion, la cual se emplea en la regibn ya mencionada en
temporada de lluvias, debido a su alta productividad, uniformidad en tamafios y
tolerancia a enfermedades como Bremia lactucae. La segunda variedad fue
Judalina de la cual destaca su tamafio compacto, calidad fitosanitaria y

especialmente, resistencia genética a Fusarium 1.
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3.7 Disefio experimental

El experimento se establecio en el ciclo primavera-verano del afio 2025.

El disefio experimental que se utilizo es bloques completamente al azar que consta
de dos bloques con cuatro tratamientos y un testigo respectivamente. Los agentes
de control a evaluar fueron los utilizados en las pruebas in vitro con las mismas
dosis. Para la evaluacion del control de Fusarium spp, se utilizd Consist max,
Kateme, B. subtilis, y T. Harzianum. Para la evaluacion de Sclerotinia sp.

Gnicamente se sustituyo la molécula quimica por Luna sensation.

Cada bloque consistié de los cinco tratamientos con 10 repeticiones respectivas a
cada uno de ellos. En un segmento de surco de aproximadamente 10 metros de
largo en una parcela con una densidad de poblacién de 85,000 plantas por hectarea
(hal).

Cuadro 3. Tratamientos in situ

Patdégeno Tratamiento : MEt.OdO. gle
Dosis aplicacion
Fusarium Testigo 0
Fusarium Consist max 1 mi/I Al follaje
Fusarium Kateme 10 ml/l A la base del tallo
Fusarium B.subtilis 7.5 ml/l A la base del tallo
Fusarium T. harzianum 25 gr A la base del tallo
Sclerotinia Testigo 0
Sclerotinia  Luna sensation 1.68 ml/l Al follaje
Sclerotinia Kateme 10 ml/l A la base del tallo
Sclerotinia B.subtilis 7.5 ml/l A la base del tallo
Sclerotinia T. harzianum 25 gr A la base del tallo

Consist max-Tebuconazole+Trifloxystrobin, Kateme-Extracto L. tridentata, Luna
sensation-Fluopyram+Trifloxystrobin
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3.8 Preparacion del terreno

El predio designado al experimento fue subsolado a una profundidad de 50 cm, se
dieron ocho pasadas de rastra para mullir el terreno hasta conseguir que se viera
fino y uniforme; posteriormente se nivel6 el terreno y se marcaron las camas a un
metro de distancia entre cada una de ellas. Las camas se moldearon con el
encamador y se compactaron ligeramente con un rodillo para marcar las hileras de

plantacion y la guia para la cinta de riego.

3.8.1 Plantacion

El dia 29 de junio del 2025 se llevo a cabo la plantacion, el procedimiento consta de
enterrar el cepellon completo de la planta y tapar con tierra sin ejercer presion
excesiva. La densidad de plantacion fué de ocho punto cinco plantas por metro lineal
a doble hilera, es decir, las plantulas estaran dispuestas aproximadamente a 24 cm

de distancia en las hileras, alternando al centro la posicion de las plantas.

3.8.2 Riego

Se proporcionaron al cultivo dos riegos de auxilio semanales de cuatro horas cada
uno de ellos con cinta de riego de 250 | por hora con goteros dispuestos cada 20
cm de la marca Irritec Tape®. Los riegos estuvieron condicionados al nivel de

humedad que habia en el suelo.

3.8.3 Fertilizacion

La base de la fertilizacion fue la formula 100-75-50 (NPK), que comprende las
unidades necesarias de los tres macronutrientes principales para el correcto

desarrollo de la planta.
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Se proporcion6 una fertilizaciébn rica en macro y micronutrientes, vigilando la
influencia vegetativa de los fertilizantes nitrogenados y se complementé con
fertilizantes foliares. Para tal efecto se administraron sales inorganicas como lo son

el fosfonitrato, el nitrato de calcio y el fosfato monoamanico técnico.

3.8.4 Control de plagas y enfermedades

Se realizaron aplicaciones de insecticidas semanalmente, rotando ingredientes
activos y modos de accion; de acuerdo a lo programado en el manejo convencional

del técnico encargado del rancho.

Aplicacion Comercial Fecha

I Belt +Muralla max 07/07/2025

I Previcur + Proclaim + Mustang max| 17/07/2025

" Benevia + Confidor + Previcur 24/07/2025

\Y Pleo +Kuik + Movento 30/07/2025

Cuadro 4. Calendarizacion de las aplicaciones de manejo agronémico
convencional.

Las aplicaciones del manejo agrondmico convencional fueron todas via foliar con

un aspersor de aguilones marca Jacto de 800 litros.

En las unidades experimentales se aplicaron los insecticidas de manera normal de
acuerdo al manejo agronémico convencional. Los fungicidas fueron restringidos
para evitar posibles afectaciones en la expresion de resultados de los tratamientos

evaluados.
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En el caso del experimento, las moléculas quimicas se aplicaron al follaje de la
planta; las cepas de B. subtilis y T. harzianum, asi como el extracto de L. tridentata
fueron dirigidas a la base del tallo de la planta y se aplicaron con atomizadores

convencionales de un litro.

3.9 Parametros a evaluar

Se monitored la incidencia de las enfermedades en las plantas dos veces a la
semana durante todo el ciclo vegetativo, registrando su presencia en un formato y

utilizando una escala de severidad de autoria propia por comparacion.

3.9.1 Escalas de severidad

Cuadro 5. Escala de severidad Fusarium spp.
Escala de severidad de la parte aérea de lechuga.

Nivel O Planta completamente sana y turgente color verde intenso
Nivel | Planta marchita con clorosis en hojas viejas

Nivel Il Planta turgente con desecacion en hojas basales y superficiales
Nivel 111 Planta sin turgencia, desecacion de hojas jévenes

Nivel IV Senescencia de las hojas y pudricién completa de la raiz

Fuente: Fernando Chavez 2025

Cuadro 6. Escala de severidad Sclerotinia sp.
Escala de severidad de la parte aérea de lechuga.

Nivel
0 Planta turgente y vigorosa color verde intenso

Nivel
I Clorosis en hojas viejas, presencia de micelio en la nervadura central

Nivel Planta poco turgente micelio extendido alrededor del tallo, formacién de
Il esclerocios

Nivel Pudricion intensa en la unién de raiz y tallo, consistencia acuosa en la
1] parte basal de las hojas

Nivel Pudricion en toda la planta, bajo el tejido necrosado gran cantidad de
\Y esclerocios

Fuente: Fernando Chavez 2025
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3.9.2 Pardmetros de didmetro, peso, incidencia y severidad.
Cuando se cumplié el ciclo vegetativo de la lechuga y se encontraba en condiciones
de ser cosechada se evalu6 el rendimiento de cada uno de los tratamientos
mediante el registro del peso, el diametro del follaje y el didmetro aprovechable de

cada repeticion.

Adicionalmente se utilizé una escala de severidad para el sistema radicular de la
planta que identificara la presencia de Fusarium que no se expresa en la parte aérea

de la planta.

Cuadro 7. Escala de severidad en raiz Fusarium spp.

Escala de severidad de la raiz de lechuga.

Nivel Tallo color verde blanquecino con haces vasculares visiblemente en buen
0 estado

Nivel Tallo color verde blanquecino con tonalidades rojo intenso en partes de los
I haces vasculares

Nivel Halo de consistencia viscosa, coloracion marron en el centro del tallo con
I haces vasculares totalmente color café rojizo

Nivel La coloracion café rojizo se extiende por todo el tallo, desprendimiento de
[l pelos radiculares

Nivel Tallo color marrén y consistencia viscosa, desprendimiento de la parte
\Y; aérea

Fuente: Fernando Chavez 2025

Los datos obtenidos conformaron una base de datos que fue utilizada para la
evaluacion de resultados en diferentes tipos de andlisis de varianza y pruebas de

medias en el programa SAS.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ldentificacion de microorganismos patdégenos a nivel especie

En las siembras realizadas se obtuvieron dos crecimientos miceliales de los
aislamientos fungicos cultivados en medio de cultivo sdlido. Se observa una
variacion en la morfologia y pigmentacion de las colonias (Fig. 4). Algunas colonias
muestran micelio blanco abundante y algodonoso con pigmentaciéon amarillenta y
un centro mas oscuro caracteristico de F. chlamydosporum, mientras que el resto
presentan un crecimiento radial uniforme y pigmentacion rojiza o purpura
concentrada en la regién central caracteristicas de la especie F. oxysporum. Estas
diferencias en color, textura y patron de crecimiento reflejan la variabilidad fenotipica
entre los aislamientos evaluados y constituyen caracteristicas Utiles para su

identificacion y caracterizacién microbioldgica.

Fig. 4. Aislamientos fungicos en medios de cultivo solido.
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A nivel microscopico, se identificaron microconidias abundantes de un septo con
una forma ovoide, macroconidias en forma de hoz con 3 a 5 septos clamidiosporas
presentes y abundantes, generalmente en pares en el micelio algodonoso de color
amarillo caracteristicas distintivas de F. chlamydosporum. Asi mismo se identifico
otra con una coloracién caracteristica rojo intenso y un micelio con un crecimiento
mas sutil y menos voluminosa, bajo el microscopio se observaron microconidias
abundantes de forma arrifionada, numerosas macroconidias ligeramente curvas,
clamidiosporas presentes en pares que son caracteristicas de F. oxysporum (Leslie
y Summerell 2006).

Fig 5. Morfologia de F. oxysporum (A) y F. chlamydosporum (B).

De las muestras sembradas para la obtencion de Sclerotinia, no se logré promover
la germinacion de las estructuras de resistencia obtenidas en la tamizacion de suelo,
no obstante, del micelio activo que se sembré se realizd una multiplicacién exitosa
produciendo micelio blanco muy delgado. A nivel microscopico se observaron
ascosporas aéreas que salen de apotecios , asi como el proceso de formacién de

un esclerocio (Fig 6).
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Fig.6. Formacién de un esclerocio (A), crecimiento de S. sclerotiorum en caja Petri

(B).

Los aislamientos obtenidos fueron enviados al Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnolégica A.C. (IPICYT) para su identificacion mediante técnicas de
secuenciacion molecular de ADN. La secuenciacion se realiz6 utilizando el método
de terminacion de cadena por didesoxinucleétidos marcados, empleando los
secuenciadores automatizados modelo 3130 y 3500 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems) y los iniciadores (primers) Ul y U2 desarrollados por LANBAMA.

Para determinar la identidad genética de los aislamientos, las secuencias obtenidas
fueron analizadas y comparadas con las disponibles en las bases de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) mediante la herramienta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Los porcentajes de similitud obtenidos
con respecto a las secuencias depositadas en GenBank se presentan en el Cuadro
8.
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Cuadro 8. Especies identificadas mediante secuenciacion por el IPICYT

Cabdigo Especie Similitud %
FA Fusarium chlamydosporum 100.00
FB Fusarium oxysporum 100.00
S1 Sclerotinia sclerotiorum 99.80

Comparacion realizada con datos del GenBank

4.2 Pruebas de efectividad bioldégica dos especies de Fusarium
4.2.1 Area de crecimiento

Con el area que se calculé en cada una de las mediciones se realizé un analisis de
varianza con las respectivas pruebas de Tukey para determinar el tratamiento que

inhibié en mayor medida el crecimiento de las especies de Fusarium.

Cuadro 9. Analisis de varianza general para las especies de
Fusarium, la hora y las interacciones.

FV GL CM

Tratamiento 4 103598647.7 **
Fus 1 15841301 **
Hora 7 54604489 **
Trat*Fus 4 28938392 **
Trat*Hora 28 9753276 **
Fus*Hora 7 3239790 **
Trat*Fus*Hora 28 2558061 **

Trat-Tratamientos, Fus-Especies de Fusarium.

El analisis de varianza realizado para el area de crecimiento mostré diferencias
altamente significativas (p < 0.01) entre los tratamientos, las especies de Fusarium
y las horas de evaluacion. Asimismo, se encontraron diferencias altamente

significativas en todas las interacciones evaluadas (Tratamiento x Fusarium,
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Tratamiento x Hora, Fusarium x Hora y Tratamiento x Fusarium x Hora), lo que
indica que la respuesta de las especies al efecto de los tratamientos vario a través
del tiempo. Estos resultados sugieren que la inhibicion del crecimiento micelial
estuvo influenciada no solo por el tratamiento aplicado, sino también por la especie

de Fusarium evaluada y el momento de la medicion.

Cuadro 10. Area y las interacciones Area*especie y Area*Hora
Tratamiento Media Agrup Especie Media Agrup Hora Media Agrup

T1 52.63 e 1 1166.51 a 24 103.81 h

T2 999.23 c 2 885.08 b 48  285.46 g

T3 1402.05 b DHS 36.189 72 508.32 f

T4 529.36 d 96  792.8 e

T9 2145.7 a 120 1086.47 d

DHS 79.705 144 1451.12 c
168 1824.15 b
192 2164.22 a
DHS 112.07

Media-Crecimiento en area, T9-Testigo, T3-B. subtilis, T2-L. tridentata, T4-T.
harzianum, T1-Consist max, 1-Fusarium oxysporum, 2-Fusarium
chlamydosporum, Hora-Hora de realizacion de la medicion

La prueba de Tukey indica que el T1 (Consist Max) fue el de mayor eficacia para
inhibir el crecimiento de las especies de Fusarium, seguido del T4 (Trichoderma
harzianum). El extracto de Larrea tridentata mostrd inhibicion moderada mientras
que Bacillus subtilis presentd nula capacidad de control. Ademas, F. oxysporum
exhibié un crecimiento significativamente mayor que F. chlamydosporum lo que
demuestra mayor agresividad bajo las condiciones experimentales. Finalmente, el
crecimiento micelial aumenté significativamente en cada uno de los tiempos de

evaluacion, alcanzando su expresion maxima a las 192 horas.
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4.2.2 Hora de control
Considerando la diferencia en el crecimiento que se presentd en cada una de las
mediciones realizadas, se correlacionaron los tratamientos con la hora en la que

comenzaron a inhibir el crecimiento micelial de ambas especies.

De acuerdo a la agrupacion obtenida se observa que la inhibicién del crecimiento del
tratamiento 1 se dio desde la primera medicion, es por ello que el crecimiento del

micelio fue nulo.

Cuadro 11. Interacciones Tratamiento*Hora y Tratamiento*especie

Tr*Hora Media Agrupamiento Tr*Fus Media Agrupamiento
T1*24 45.5 n T1*1 46 d
T1*48 50 n T1*2 59.2 d
T1*72 51.9 n T2*2 101.8 d

T1*120 54.7 n T4*1 454.9 cd

T1*144 54.7 n T4*2 603.8 C

T1*168 54.7 n T3*1 1396.2 b

T1*192 54.7 n T3*2 1407.9 b
T1*96 54.7 n T2*1 1896.7 ab
T2*24 87.9 n T9*1 2038.7 a

T9*144 3166.1 c T9*2 2252.7 a

T9*168 4053.7 b
T9*92 4811.6 a

DHS 742.38 DHS 504.37

Media-Crecimiento en area, T9-Testigo, T3-B. subtilis, T2-L. tridentata, T4-T. harzianum,
T1-Consist max , Hora-Hora de realizacion de la medicion, 1-Fusarium oxysporum, 2-
Fusarium chlamydosporum

De acuerdo con la prueba de comparacién de medias de Tukey para la interaccion
Tratamiento x Hora, se observé que el tratamiento T1 (Consist Max) inhibi6 el
crecimiento micelial desde la primera evaluacion. Esta inhibicion se mantuvo durante
todo el periodo experimental, reflejandose en valores de crecimiento significativamente
menores en comparacion con el resto de los tratamientos. Lo anterior indica que el
fungicida ejercié un efecto inmediato y sostenido sobre ambas especies de Fusarium,

impidiendo el desarrollo del micelio.
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Por otra parte, el tratamiento T4, correspondiente a Trichoderma harzianum, también
mostré un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los fitopatdégenos; sin embargo,
este efecto se manifestd después de las primeras 72 horas de evaluacion. Estos
resultados sugieren que durante las etapas iniciales del experimento las especies de
Fusarium lograron desarrollarse antes de que el agente de control biolégico ejerciera
un efecto significativo sobre su crecimiento. A pesar de ello, T. harzianum redujo

considerablemente el desarrollo micelial en comparacion con el testigo.

Los tratamientos T2 y T3, correspondientes al extracto de Larrea tridentata y a la cepa
de Bacillus subtilis, respectivamente, no presentaron un patron definido en cuanto al
momento de inicio de la inhibicion del crecimiento micelial. La ausencia de una
respuesta consistente a través del tiempo sugiere una menor eficacia para limitar el
desarrollo de las especies evaluadas de Fusarium. En particular, B. subtilis mostré un
comportamiento similar al del testigo, evidenciando una capacidad limitada para
restringir el crecimiento del fitopatdgeno bajo las condiciones experimentales

evaluadas.

Respecto a la interaccion Tratamiento x Especie, se observo que el tratamiento T1 fue
el més efectivo para ambas especies de Fusarium, presentando los menores valores
de crecimiento micelial. Asimismo, Fusarium oxysporum mostré un crecimiento
promedio superior al de Fusarium chlamydosporum en la mayoria de los tratamientos,
lo que confirma su mayor agresividad y capacidad de colonizacion en las condiciones

del estudio.

4.2.3 Tratamiento x Fusarium

El agrupamiento muestra que el tratamiento 9 correspondiente al Testigo de ambas
especies presentd la mayor area de la caja cubierta por micelio en promedio, cabe
destacar que la especie de F. oxysporum tratada con extracto de gobernadora crecio

estadisticamente igual en comparacion al testigo.
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Ambas especies sometidas al tratamiento quimico (T1) presentaron el menor
crecimiento micelial promedio. Siendo este tratamiento el mas efectivo para inhibir el
crecimiento del hongo de manera general; no obstante, el tratamiento respectivo al
extracto de gobernadora en F. chlamydosporum y T. harzianum en F. oxysporum

inhibieron estadisticamente igual el crecimiento del hongo.

4.2.4 Gréficas de inhibicién Fusarium
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Fig. 7. Area de crecimiento micelial de F. oxysporum en cada una de las mediciones.
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Fusarium chlamydosporum
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Fig. 8. Area de crecimiento micelial de F. chlamydosporum en cada una de las

mediciones

Al comparar las graficas se observa que F. chlamydosporum present6 un crecimiento
promedio menor en la mayoria de los tratamientos, lo que coincide con los resultados
de la prueba de Tukey (Cuadro 10), donde F. oxysporum mostré6 una media de
crecimiento significativamente superior (1166.51 mm?) respecto a F. chlamydosporum
(885.08 mm?). Estos resultados confirman que F. oxysporum fue la especie mas

agresiva bajo las condiciones experimentales evaluadas.

4.3 Pruebas de efectividad biol6égica de Sclerotinia sclerotiorum
4.3.1 Area de crecimiento

Con el area que se calculé en cada una de las mediciones se realiz0 un analisis de
varianza con las respectivas pruebas de Tukey para determinar el tratamiento que

inhibié en mayor medida el crecimiento de S. sclerotiorum.

45



Cuadro 12. Andlisis de varianza general para el crecimiento de Sclerotinia 'y la
interaccion Tratamiento*Hora

FV GL CM
Tratamientos 4 66411205.3 **
Hora 6 26758820.3  **
Trat*Hora 24 11134713.3  **

Hora-Hora de realizacién de la mediciéon

El analisis de varianza demuestra que existen diferencias estadisticas significativas en
el efecto que produjeron cada uno de los tratamientos y el crecimiento que existié en
cada una de las horas de medicién. De la misma manera, existe significancia en la

interaccion Tratamiento*Hora.

Cuadro 13. Interaccion Area*Tratamiento y Area*Hora

Tratamiento Media Agrupamiento Hora Media Agrupamiento
T1 53.58 c 24 53.91 e
T2 55.35 c 48 87.78 e
T3 1576.92 b 72 261.5 e
T4 120.39 c 96 543.49 d
T9 2073.07 a 120 1032.26 c
DHS 178.17 144 1611.28 b
168 1840.83 a
DHS 228.02

Media-Crecimiento en area, Hora-Hora de la medicion post siembra, T9-Testigo,
T3-B. subtilis, T2-L. tridentata, T4-T. harzianum, T1-Luna sensation

El agrupamiento muestra que T1y T2 respectivos a la molécula quimica y al extracto
de gobernadora tuvieron un comportamiento estadisticamente igual inhibiendo en
mayor medida el crecimiento micelial del patégeno. Por el contrario, el tratamiento que
permiti6 mayor crecimiento fue la cepa de B. subtilis, Gnicamente superado por el

testigo.
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En el agrupamiento de Tukey se puede observar que el area de crecimiento del hongo
fue estadisticamente igual durante las primeras 72 horas; posteriormente en cada una

de las mediciones existieron diferencias estadisticas significativas.

Cuadro 14. Interaccion Tratamiento*Hora

Tratamiento*Hora Media Agrupamiento
T3*24 48.5 h
T1*168 53.6 h
T1*120 53.6 h
T1*24 53.6 h
T1*96 53.6 h
T1*72 53.6 h
T1*48 53.6 h
T1*144 53.6 h
T9*120 2676.8 cd
T3*144 2948.6 bc
T3*168 3504.9 b
T9*144 4858.5 a
T9*168 5450 a
DHS 663.43

Media-Crecimiento en area, T9-Testigo, T3-B. subtilis, T2-L. tridentata, T4-T.
harzianum, T1-Luna sensation , Hora-Hora de realizacién de la medicién

El cuadro 11 muestra una parte de la interaccion Tratamiento*Hora donde podemos
observar que el tratamiento con mejor control en cada una de las horas de manera
general es T1 respectivo a la molécula quimica Luna Sensation, en el otro extremo se
encuentra el T3 respectivo a la cepa de B. subtilis estadisticamente empatado con el

testigo.
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4.4 Evaluacién de los resultados obtenidos a campo abierto

A los 53 dias posteriores a la plantacion se realizé la cosecha del producto, el ciclo
vegetativo de la planta se prolong6 debido a las condiciones del tiempo tan irregulares

a lo largo de todo su ciclo.

Con los datos obtenidos de las diez repeticiones de cada uno de los tratamientos se
realiz6 un andlisis de varianza para comparar el peso, el diametro aparente, el

diametro aprovechable, la incidencia y la severidad de las enfermedades estudiadas.

4.4.1 Fusarium

Cuadro 15. Medias de peso, diametro aparente y diametro aprovechable
Trat MPeso Agrup Trat M Dapar Agrup Trat M Daprov Agrup

T1 721.2 a T1 17.6 a T1 15.3 ab
T2 648 a T2 14.8 b T2 14.1 ab
T3 685.9 a T3 15.2 b T3 13 b
T4 626.4 a T4 15.5 b T4 7.8 c
T9 763.4 a T9 17.6 a T9 17.3 a
DHS 183.33 DHS 1.8566 DHS 3.3955

T9-Testigo, T3-B. subtilis, T2-L. tridentata, T4-T. harzianum, T1-Consist max, M
Dapar- Media diametro aparente, M Daprov-Media diametro aprovechable

De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis de varianza observamos que
ninguno de los tratamientos present6 diferencias estadisticas significativas; en cuanto
al diametro aparente respecta el tratamiento quimico y el testigo destacaron

significativamente.

El didmetro aprovechable presenté una mayor variacién estadistica, agrupando a los
tratamientos 1, 2 y 9 en un gran grupo donde la media fue buena y separando a los
tratamientos 3 y 4 en grupos inferiores secuenciales. Esta diferencia significa una
reduccion en la calidad de la lechuga debido a que los didmetros aprovechables muy

pequefios no se comercializan en esta variedad.

A pesar de las propiedades beneficiosas de las especies de control biologico para las

enfermedades estudiadas la aplicacién real en campo se limita al reducir la calidad, no
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obstante, la responsabilidad del crecimiento vegetativo descontrolado se reparte entre
las propiedades bioestimulantes de los tratamientos, las condiciones meteorolégicas y

la fertilizaciébn convencional aplicada en el predio.

Cuadro 16. Incidencia y severidad de Fusarium.

Trat M Inc Tukey Trat M Sev Tukey
T1 0.4 b T1 0.4 a
T2 0.7 ab T2 0.8 a
T3 0.7 ab T3 1.1 a
T4 0.7 ab T4 0.8 a
T9 1 a T9 1.1 a
DHS 0.5821 DHS 0.8086

T9-Testigo, T3-B. subtilis, T2-L. tridentata, T4-T. harzianum, T1-Consist max, M
Inc-Media de incidencia, M Sev-Media de severidad

En los agrupamientos observamos que existe una gran semejanza entre los
tratamientos 9, 4, 3 y 2, es decir, son estadisticamente iguales, sin embargo, se
destaca la diferencia estadistica significativa (p < 0.01) del T1 con respecto del resto.
El resto de los tratamientos se sitlan en el centro de la distribucion convirtiéndose en
tipos de control funcionales pero que no representan resultados destacables, aun con
eso, las diferencias en cuanto a calidad pueden ser estudiadas para ser evaluados en

de una manera mas exhaustiva y determinar un posicionamiento mejor definido.

4.4.2 Sclerotinia

Cuadro 17. Medias de peso, diametro aparente y didmetro aprovechable
Trat MPeso Agrup Trat M Dapar Agrup Trat M Daprov Agrup

T1 909.7 a T1 17.889 a T1 16.222 a

T2 837.4 a T2 15.1 a T2 12 ab

T3 1052.4 a T3 17.5 a T3 16.5 a

T4 932.1 a T4 17.9 a T4 9.5 b

T9 853.4 a T9 17.5 a T9 16.222 ab
DHS 9.782609 DHS 9.782609 DHS 9.782609

T9-Testigo, T3-B. subtilis, T2-L. tridentata, T4-T. harzianum, T1-Consist max, M
Dapar- Media diametro aparente, M Daprov-Media diametro aprovechable
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De acuerdo al andlisis de varianza determinamos que ninguno de los tratamientos
caus6 una diferencia estadistica significativa, a pesar de la diferencia en sus medias
respectivas. De la misma manera, el diametro aparente se agrupa en una misma
clasificacion excluyendo diferencias en ninguno de los tratamientos. Sin embargo, el
diametro aprovechable permitié identificar diferencias, siendo inferior de manera

significativa el tratamiento respectivo a la especie de T. harzianum

Cuadro 18. Incidencia y severidad de Sclerotinia.

Tratamiento M Inc Agrupamiento Trat M Sev Agrupamiento
T1 0 a T1 0 a
T2 0 a T2 0 a
T3 0 a T3 0 a
T4 0 a T4 0 a
T9 0 a T9 0 a
DHS 9.782609 DHS 9.782609

T9-Testigo, T3-B. subtilis, T2-L. tridentata, T4-T. harzianum, T1-Luna sensation,
M Inc-Media de incidencia, M Sev-Media de severidad

Debido a las medias que se presentan en los cuadros, el andlisis de varianza no
representa de manera grafica el resultado, al ser un caso aislado la presencia de
Sclerotinia en una repeticion en todo el experimento, es por ello que no se puede
aceptar que todos los tratamientos funcionaron en su totalidad a pesar de los

resultados presentes en el analisis de varianza.
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4.4.3 Gréfica de inhibicién S. sclerotiorum
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Fig. 9. Area de crecimiento micelial de S. sclerotiorum en cada una de las mediciones

Para ambas especies de Fusarium evaluadas in vitro se observo la inhibicion total del
crecimiento micelial del hongo, siendo el método de control mas efectivo y rapido en
comparacién con los bioldgicos. Los resultados del presente trabajo coinciden con lo
descrito por Yossen y Conles quienes, en 2014, determinaron que Tebuconazole es el
fungicida mas efectivo para controlar, en condiciones in vitro, los aislamientos de F.
oxysporum y F. proliferatum. Lopez-Brea dijo en el 2019 que la accion del
tebuconazole presenta gran variabilidad intraespecifica, sin embargo, en ambas
especies estudiadas en este trabajo reaccionaron de manera similar ante el control de
tebuconazole, lo que demuestra que la variabilidad no es de significancia, en este caso

especifico.

Beyer et al. mencioné en el 2010 gue la inhibicion méaxima posible de la molécula de
trifloxystrobin contra el crecimiento de 56 especies de Fusarium provenientes de
distintas regiones de Europa y América del norte alcanzaba a penas el 40%. Al ser una
molécula combinada con otro ingrediente activo en los ensayos realizados presento
una efectividad alta; siendo entonces posible potenciar la capacidad de inhibicion de
las moléculas haciendo mezclas.
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Huang XuePing et al. En el 2018 reconocieron a fluopyram como un agente de control
efectivo contra Sclerotinia sclerotiorum inhibiendo el crecimiento micelial y evitando la
germinacion de las estructuras de resistencia. Los resultados obtenidos respaldan lo
descrito ya que, en ninguna de las repeticiones realizadas se observé presencia de
micelio activo en ninguna de las mediciones, teniendo este entonces un efecto

fungicida.

Di Y. L. et al, asegura que trifloxystrobin es un agente de control altamente eficaz en
contra de S. sclerotiorum. Lo resultados de este trabajo comprobaron lo descrito
debido a que en ninguna de las pruebas realizadas con esta molécula se permitio el

crecimiento micelial y por ende la aparicién de esclerocios.

Pafuelas et al. del 2017 menciona que los extractos de L. tridentata pueden ser
utilizados como parte de un manejo integrado de la pudricion de la corona del tomate
causada por F. oxysporum radicis-lycopersici en condiciones in vivo. En el presente
estudio, el extracto de L. tridentata causa una reduccion de significancia en el
crecimiento del micelio de F. oxysporum, pero en F. chlamydosporum, no produce un
efecto de inhibicion de significancia que justifigue su implementacién en un manejo
integrado de la enfermedad; se reconoce el beneficio de su aplicacion en contra de
una especie, pero la variabilidad intraespecifica reduce en gran medida su espectro de

funcionalidad.

Ramawat 2020 describe a Bacillus subtilis como un organismo con la capacidad de
mejorar el crecimiento y proteger a las plantas contra el ataque de patégenos, los
resultados obtenidos contrastan con esta descripcion ya que la aplicacion de B. subtilis
no significd una mejor en el crecimiento de las plantas y tampoco tuvo un efecto

inhibidor de crecimiento de ninguno de los patdégenos que se estudiaron.

Sivan y Chet (1986), afirman que Trichoderma harzianum tiene la capacidad de
controlar especies fitopatdgenas de Fusarium indistintamente si se encuentra
naturalmente o se aplica de manera artificial. Asi mismo, mantiene su efecto si se
aplica como tratamiento a semilla o al suelo directamente. Los resultados comprobaron

la eficacia de T. harzianum como un agente de control biol6gico contra patégenos del
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suelo, la agresividad en el crecimiento de los hongos no significé un efecto menor en

el control de las enfermedades.

45 Conclusiones

Los tratamientos quimicos fueron los métodos mas efectivos para el control de
Fusarium spp. y Sclerotinia sclerotiorum, logrando la mayor inhibicion del crecimiento

micelial en condiciones de laboratorio.

Trichoderma harzianum fue el tratamiento biol6gico con mejor desempefio, reduciendo
significativamente el crecimiento de los patdgenos, aunque sin superar la eficacia de

los tratamientos quimicos.

El extracto de Larrea tridentata presentd un efecto inhibitorio intermedio, que estuvo
en funcién de la especie a la que se dirigia el control principalmente, mientras que
Bacillus subtilis mostré una capacidad limitada (casi nula) para el control de los

patdgenos evaluados.

La comparacion entre las pruebas de laboratorio y campo evidencié que la eficacia
observada en condiciones controladas no siempre se refleja con la misma intensidad
en condiciones de produccién, se demostré que la mayor limitante para la aplicacion
de productos bioldgicos son las condiciones que requieren para Su correcto
funcionamiento, una desventaja que no presentan los productos quimicos en la misma

intensidad.

La hipétesis planteada fue rechazada parcialmente, ya que Trichoderma harzianum
mostré capacidad de control, pero no fue el tratamiento mas efectivo y al contrario de

lo planteado, redujo la calidad de la lechuga.

Se recomienda la integracion de Trichoderma harzianum dentro de programas de
manejo integrado de enfermedades, complementando su uso con practicas

agronodmicas adecuadas y aplicaciones quimicas cuando sea necesario.
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6. Anexos

Secuencias de bases nitrogenadas utilizadas para la identificacion molecular a nivel
especie.

FA-ITS1_2026-06-01-21-52-01_A06_01
GACGGGAGTCACTCCAACCCCTGTGACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGAT
CAGCCCGCGCCCCGTAAAAAGGGACGGCCCGCCCGAGGACCCCTAAACTCT
GTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGC
TCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCG
GTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCG
TCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGT
AGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAGCGGGAGGAAAATCATTACC
GAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACATTGCCTCGGCGGA
TCACCCGGCGATAAAAGGGGGACGCCCGCCAAGACCCCTACTCTTTTTTTTG
TGGGTGAAATCCTTCTAAGAAAAAACAAACAAATAATTTAAAATTTTTCCCCGG
GTTCTGGGGGTTTCTGCCAAAAAAAAAACCCACCAGGGGGGATAATGGGGG
GGGAAGATGAAAAATTTGGGGAAAACCCCCAATTTTTTGAAGCAAGGGGCGC
CGCCCATTTTTTTGTGGGCGCGCTTGAGGATTTTTTCCCCGGGCCCTGGGGG
GTGGAAAGGGGGGGACCCCCCCCCCCCCCCCCTTTGGCGTTTCCTTCCGGC
TCCCAGGGGGGAAATATATCACCCCCCGTGTTTCATAGAAATGTGTGCGCCG
CCCCCCCAATAACCCCACCGCGTGGGTGGGATAGACTCCTCAAGAGGGAGT
GAGAATACACCCCCTCATCATTAAACCCGTTCTGTCGTCGCGGGGAGGGGG
CGTATTTC
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FA-ITS4_2026-06-01-21-52-01_B06_02
GCTGCATCTACATGATCCGAGGTCACATTCAGAAGTTGGGGTTTTACGGCGT
GGCCGCGACGATACCAGTAACGAGGTGTATGATTACTACGCTATGGAAGCTC
GACGTGACCGCCAATCGATTTGGGGAACGCGGGTTACCGCGAGTCCCAACA
CCAAGCTGAGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAG
AATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCCATGATTCACTGAATTCTG
CAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCCGAACCA
ATAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTGTTTGTTTTACTCAAAAGTTCCA
CTAAAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCGGGCGGGCCGTCCCTTTTTACGGGGC
GCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACGTATAGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGA
GTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGTCACCCTACAGAAATCATTACCG
AGTTTACACTCCAAACCCCTGTGAACATACCTGTCATTGCCCCCGCCGGAAA
CACCGCCGCCGATAAAAGGGGAGGGGGGGCAAGAAACAAACCTTTTITTTTG
GGGGGGAAACTTCAGAGAAAAAACAAACAATTTTTTTAAATTTTTTTCACGGG
GTTTTTGTGGTTTTTTGGCCATATAAAAAAAGCACCAGAGGGCGGTAATAGGG
GGGGAAGTGGGAAAAAACTTTGGGAAACCCCCCCCTTTTTTTAGAGGGGGTG
TGGGCGCCCCTTTACTGTGGGGGGGGGCGGGCTGGGGGATATATACCCCC
GGGGCCTGGTGTGGGGGAAGAGTGGGGAACCCCCATCCCACCCCTTGGGG
ATTTTCCTGCGGTGCCCGGGGTAATATATCAACACCCGGGGTTATTATTAGTT
GTGCGCGCCCGCCCCTAAAAACCACACCGGGGGTGTGTAAGACACTCCGAA
GGGGGGAAGATATACCCCCCCTACTGTAACGCGTTGCTCGCGCGGGGGGG
GGGGAAAGC

FB-ITS1_2026-06-01-21-52-01_C06_03
GACGGCGGCACTCCAACCCCTGTGACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCA
GCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGT
TTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCG
CCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
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AGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGT
CACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTC
GCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAG
GAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAGCCGGGAGGAAAGATCATTACC
GAGTTTACAACTCCAAACCCTGTGAACATACCATTTGTTGCCTCGGGGGAAAC
ACCCCGCCCGGCAAAAGGGAAGGGCCCAACAAAACAAAATTTTTTTTTTTTTT
TTAAACCCCGGGAAAAACCCAAATTTTTAAAAAATTTTTTCGGGGGTTTTTGG
GGTTTTTGGGAGCAAAAAAACACCACCAAGGGGGGGGATTGGGGGGAAATG
TGAAAAATTTTGGAACATCCCCCCCCTTTTAAAAGGCGGGGGGCGCCCCCAA
TTCTGGGGGGGGGGAGGTGGGGGGGATATTCACCCACCAAGTGGGGGTGT
GGGGCGCGCGGGTGACATCCTCTCACCCATTTTAGGGGTTCTCTCCGCGCC
TTCGGGGCGTTTAATAAACACGTGTGTTTAGTGTTGTGTGCGCGCGCCTCTC
ACCCCCCCGCGCTGTGTGAGACACTCATAGGTGGTGAAAACACCCCCCCTCA
TAACTCTGCGCCCGAGCAGAGAGAAGAAAGAAAAA

FB-ITS4_2026-06-01-21-52-01_DO06_04
ACGGCTGCATCAACATGATCCGAGGTCACATTCAGAAGTTGGGGTTTAACGG
CGTGGCCGCGACGATTACCAGTAACGAGGGTTTTACTACTACGCTATGGAAG
CTCGACGTGACCGCCAATCAGTTTGAGGAACGCGAATTAACGCGAGTCCCAA
CACCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCC
AGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATT
CTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCCGAA
CCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTT
ACATATAGAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCG
GGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAGTGGTATGTTCACAGGGGTTTGG
GAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTCAAACCTACGGAAGATCA
TTACCGAGTTTACAACTCCAAACCCCTGTGAACATACCATGGTTGCCCCGGC
GGAACCACCCGCCGCGTTAAAAGGGAGGGGGGGGCGAAAAAAAAAACCTTT
TTTGTGTGTTTACCCCGGGGGAGAAAAACACCACATTTTTTAAAAAATTTTTCC
ACGGGGTTTTGGTGGTTTTGTGGGGCCCTAAAAAAAAAACCCCAGGGGGGG
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GGGAAATGGGGGGATTTTGAAAAAATTTTTGGGAAACCCCCCCCTCTTTTAAA
AGAGGGGGGGGCCGCCCCCTTCCTGGGGGGGGGGTACGGGGGGAACTCC
CCCCACAAGAATGGGGGTGGGGAGGGAGGCGGTGATATCTCTTCTACAACC
TTAGGGGGTTTCCCGCGCGATCCGTGGGGAGATATAAAAACGAGCGTTTTTA
ACAATGTGTGCGGCGCCCTTTTTCCCCCCCCGCGTGTTATGTAGACCTCCGA
AAAGTGTGAAACACACCCCCCCTATTAAAACCTCTCTCTCGCGCGGGGGGGA
GAACA

S1IM-ITS1_2026-06-01-21-52-01_G06_07
CAGCAGCTATGACCGAAGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTT
GCTTTGGCGAGCTGCTCTTCGGGGCCTTGTATGCTCGCCAGAGAATATCAAA
ACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAAC
GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAA
TGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCAAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCT
CAGCTTGGTATTGAGTCCATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCG
GCGCCGCTGGGTCCTGAACGTATTAATATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGT
GCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTCTATGGTTGACCTCCGATCAGGTATGGATA
CCCGCTGAACTTAACCATATCAATAAACCGAGAGAAAGGATCATTACAGAGTT
CATGCCCCAAAGGGTAAACCTCCCCCCTTGTGTATTATTACTTTGTTTGCTTT
CGCCGAGGTGCCTCTCCGGGGCCTTGTAGCCCCCCAAAAAAAAAAAACCTCT
TTTTTATAAAGGGCCCGAAAAAATTTTAAAAAAGTAAAAACTTTTTACCAGCGA
ACCTTGGGGTTTCGGGCCCCAATAAAAAAACCACCAAGTGGCGATTAAGTAA
GGTGAAATTGCAAAAATTCTGTAAACCCCAATTTTTCAACCCATTGTCCCCCT
GGGTATTCCGGGGGGGCAGGCTTTTTAAACCCTCTTTTTCCCCACCCTGGTT
GGGGAGCTGTGAGTCCCTTTTTGGAAGAAGAAGAACTCAATAAAGACGGCGC
GCTGCGTTTCGCGTCGGGAGAAGAAAAAAATATTTTTTTTGTATGTTTTATGTG
TTGATATTCTCGCCACCACAATTGTGTTGTTGTAGACACGCGGACAGGTGGG
AGTACACACCTCACACTTATGACCCTCGATCGGCCCGGGAGGGAGAGAAAG
AC
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TGACTGGCACCTACTGATCCGAGGTCACCATAGAAATTTGGGTTTTGGCAGAA
GCACACCGAGAACCTGTAACGAGAGATATTACTACGTTCAGGACCCAGCGGC
GCCGCCACTGATTTTAGAGCCTGCCATTACTGACATGGACTCAATACCAAGCT
GAGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAA
GGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCAC
ATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCC
GTTGTTGAAAGTTTTAACTATTATATAGTACTCAGACGACATTAATAAAAAGAG
TTTTGATATTCTCTGGCGAGCATACAAGGCCCCGAAGAGCAGCTCGCCAAAG
CAACAAAGTAATAATACACAAGGGTGGGAGGTCTACCCTTTCGGGCATGAACT
CTGTAATGATCCTTCCGCAGGTCACCCTACGGAAAGGATCATTACGAGTTCAT
GCCCGAAAGGGTAGACCTCCACCCTTGTGTATTAATACTTGTTGCTTTGGCAG
AGGTGCTCTCGCGGGGCCTGTGATAGGCCTCGCCAAAAAAATATAAAACTCT
CTTTATTATAAAGTGTGCCGCGAGAGATACTATTAAAATTTAAAAATTTTCACA
CGGAACTTTGGATTTCTGGCCTCGATTAAAAAGCACCGAATGCATAGTATGTG
AATTGCAAACTCGGTGATCACAACTTTACGCAATGGTCCTAGTATCGGGGCAT
GCGTACAGCGTATTACCTAGCTAGCTGTGTGATCCTCGATAGACAGCTCAATA
TGCTCCCTAGTCGAAGAAATCTGTACGGTTCGTACTCCAAGCTTGACGACGTG
GTACCTACTAGCTGACGGG
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