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RESUMEN GENERAL

PATOGENICIDAD Y CONTROL INTEGRAL DE HONGOS FITOPATOGENOS
CAUSANTES DE LA PUDRICION DE RAIZ Y TALLO DEL TOMATE ROJO EN
COCULA GUERRERGO.

Es necesario generar un manejo eficaz para el control de patégenos del suelo
que causan pudricion de raiz al tomate, por ello la realizacidén de este estudio con
los objetivos de: Comprobar la patogenicidad de hongos edaficos en tomate rojo;
Definir el mejor control biolégico y quimico para los patdgenos; y Determinar un
manejo integral en invernadero y campo para el control de los hongos patégenos
del suelo. Se realiz6 una prueba de patogenicidad con cuatro hongos patégenos
en raices de tomate, pruebas de control biolégico in vitro a través de los ensayos
de confrontacién dual y del papel celofan, también una prueba de control quimico,
mediante el ensayo del medio envenenado, en los cuales se evaluo6 el % de
inhibicién. Se realiz6 un control integral de los patégenos in vivo, en condiciones
de invernadero, se utilizaron dos genotipos, 8 tratamientos, se inocularon los
patdgenos, se evaluod el porcentaje de incidencia y severidad; también un ensayo
en condiciones de campo donde se ocuparon nuevamente los dos genotipos, 7
tratamientos y se evalud la incidencia. En el primer ensayo se encontré que las
cuatro cepas fueron patogénicas, al inocularse en plantas de tomate;
Trichoderma virens generd los mejores metabolitos difusibles para el control de
los patégenos, mientras que T. asperellum fue el mejor micoparasito; en el control
quimico, los productos SPORTAK 45 CE , SWITCH® 62.5 WG y ROVRAL ® 50
PH inhibieron en su totalidad a los patdgenos; en el ensayo de invernadero y
campo el tratamiento 6 (HEADLINE®, CERCOBIN-M, SWITCH® 62.5 WG ,
PENTACLOR 600 F y RIDOMIL® GOLD 480 SL), fue mejor estadisticamente
gue el resto de los tratamientos.

Palabras clave: Fusarium, Sclerotium, Macrophomina, Rhizoctonia, Control
integral y Tomate

Tesis de Maestria en ciencias en Proteccion Vegetal, Universidad Autonoma Chapingo
Autor: Pedro Jesus Plancarte Galan

Director de Tesis: Mateo Vargas Hernandez
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Abstract

PATHOGENICITY AND INTEGRATED CONTROL OF PHYTOPATHOGENIC
FUNGI THAT CAUSE ROOT AND STEM ROT IN RED TOMATO IN COCULA
GUERRERO

It is necessary to generate effective management for the control of soil pathogens
that cause root rot in tomatoes. For that reason, this study was conducted in order
to: test the pathogenicity of edaphic fungi in red tomato; define the best biological
and chemical control for pathogens; and determine an integrated greenhouse and
field management plan for the control of pathogenic soil fungi. A pathogenicity test
was carried out with four pathogenic fungi on tomato roots, along with in vitro
biological control tests through dual confrontation assays and cellophane paper,
and a chemical control test, through the testing of the poisoned medium, in which
the % inhibition was evaluated. An integrated pathogen control treatment was
carried out in vivo. Under greenhouse conditions, two genotypes and 8 treatments
were used. The pathogens were inoculated, and the percentage of incidence and
severity were evaluated. Also, an assay was conducted under field conditions
where the same two genotypes and 7 treatments were used. Incidence was again
evaluated. In the first trial the four strains were found to be pathogenic when
inoculated in tomato plants; Trichoderma virens generated the best diffusible
metabolites for the control of the pathogens, while T. asperellum was the best
mycoparasite; in the chemical control, the SPORTAK 45 CE, SWITCH® 62.5 WG
and ROVRAL ® 50 PH products completely inhibited the pathogens; in the
greenhouse and field trial, treatment 6 (HEADLINE®, CERCOBIN-M, SWITCH®
62.5 WG , PENTACLOR 600 F and RIDOMIL® GOLD 480 SL) was statistically
better than the rest of the treatments.

Keywords: Fusarium, Sclerotium, Macrophomina, Rhizoctonia, Integral Control
and Tomato

Master Science thesis in plant protection, Universidad Autonoma Chapingo
Author: Pedro Jesus Plancarte Galan

Thesis Director: Mateo Vargas Hernandez
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1 CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

El tomate rojo (Solanum lycopersicum L.) es una hortaliza con escasas calorias,
100 g de tomate aportan solamente 18 kcal La mayor parte de su peso es agua
y el segundo constituyente en importancia son los hidratos de carbono. Contiene
azucares simples que le confieren un ligero sabor dulce y algunos &cidos
organicos que le otorgan el sabor acido caracteristico. El tomate rojo es una
fuente importante de ciertos minerales (como el potasio y el magnesio). De su
contenido en vitaminas destacan la B1, B2, B5 y C. Presenta también
carotenoides como el licopeno (pigmento que da el color rojo caracteristico al
tomate). A demas la vitamina C y el licopeno son antioxidantes que retardan o
previenen la oxidacion de las moléculas en el ser humano (Gebhardt & Thomas,
2002).

El cultivo de tomate rojo es de las hortalizas mas importantes en el mundo con
una produccién de casi 165 millones de toneladas con una productividad
aproximada en miles de pesos de 60 millones (FAOSTAT, 2014). En México es
la hortaliza mas importante, ya que es de consumo diario en la dieta de los
mexicanos; Se producen 2,320,109 t y un consumo per capita de 14.66 kg afio?,
se exportan 1,560,000 t y se importan 209,000 t de tomate rojo fresco; el mayor
productor de tomate es el estado de Sinaloa con 550 mil t, el estado de Guerrero
gue tiene un buen potencial para la produccién de tomate solo se producen
aproximadamente 15 mil t (FAOSTAT, 2014, SIAP, 2014).

El aumento de la poblacion, genera la preocupacion sobre como abastecer el
consumo de tomate rojo en México ya que, con una poblacion de 120 millones
de personas y un consumo de 1,759,200 t de tomate rojo al afio en promedio,

solo 969,109 t de tomate rojo quedan en el pais, esta cantidad no es suficiente



para abastecer el mercado nacional; El estado de Guerrero puede tener un buen
potencial para la produccion de tomate ya que durante los meses mas frios del
afio cuando hay heladas en los estados como Sinaloa y Puebla que son de los
mayores productores, Guerrero tiene las condiciones 6ptimas para la produccion
de esta hortaliza y ademas como la demanda es alta y la oferta baja el precio del
producto aumenta y es ahi cuando los productores del estado de Guerrero deben

aprovechar la ventana de mercado.

Las enfermedades de origen edéfico son un grave problema ya que logran
provocar pérdidas de hasta el 80% en la produccion del jitomate, son producidas
por patégenos como: Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii,
Phytophthora capsici, Pythium sp, Verticillium sp y Nematodos (Ramirez y Séinz,
2010).

Para poder prevenir las pérdidas causadas por estos patdgenos es necesario
hacer uso racional de las distintas estrategias de control existentes, como lo son:
El control genético, bioldgico, organico, quimico, etc. Al utilizar diferentes
métodos de control se evita que los patdgenos generen resistencia, reduce sus
poblaciones, es amigable con el medio ambiente y por otra parte los productos

generados son inocuos.



1.1 Objetivos

» Comprobar la patogenicidad de Fusarium, Sclerotium, Rhizoctonia y
Macrophomina en tomate rojo.

» Determinar que especie de Trichoderma spp. es mas eficaz para el control
bioldgico de Fusarium, Sclerotium, Rhizoctonia y Macrophomina.

» Evaluar productos quimicos para el control de Fusarium, Sclerotium,
Rhizoctonia y Macrophomina en condiciones in vitro, de invernadero y
campo.

» Estudiar un manejo integral en invernadero y campo para el control de
hongos edéficos patdégenos del cultivo de tomate.

1.2 Hipoétesis

» Los hongos utilizados en este estudio son patogénicos cuando son
inoculados en plantas sanas de tomate rojo.

» Eluso de Trichoderma spp. es una estrategia eficaz para el control in vitro
de los cuatro patégenos.

» Los productos quimicos controlan en su totalidad in vitro a Fusarium,
Sclerotium, Rhizoctonia y Macrophomina.

» Los manejos planteados en invernadero y campo, reducen la incidencia y

severidad de los hongos.



2 CAPITULO Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Tomate Rojo (Solanum lycopersicum L.)

2.1.1 Importancia

El tomate rojo, es una de las hortalizas con mayor dinamismo; la produccion de
este commodity va en ascenso a nivel mundial, siendo china quien lidera la
produccion con 52.5 millones de t (Food and Agriculture Organization of the
United Nations Statistics [FAOSTAT], 2014). En el Continente Americano, México
es el tercer productor de esta hortaliza, siendo el principal exportador al gran

mercado de Estados Unidos.

Por los altos estandares de produccion que presenta el tomate mexicano, es una
de las hortalizas con mayor demanda tanto a nivel nacional como internacional
ya que cuenta con un alto grado de calidad e inocuidad que lo hacen una de las
especies vegetales con mas rendimiento y rentabilidad. En el pais existen
distintas variedades y tipos de tomate rojo, entre las mas importantes estan el
jitomate cherry, saladette, tipo pera, bola y bola grande (Hydroenvironment,
2015).

2.1.2 Taxonomia

La clasificacion del tomate rojo (Solanum lycopersicum L.) segun (National
Science Foundation [NSF], 2009) es:

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Especie: Solanum lycopersicum L.



2.1.3 Origen y Distribucion

El centro de origen del tomate rojo se localiza en la region de los Andes, integrada
por Colombia, Bolivia, Chile y Peru, donde existe la mayor variabilidad genética
y abundancia de tipos silvestres. Puede desarrollarse de forma rastrera,
semierecta o erecta. Por otra parte, la evidencia historica favorece a México como
el centro mas importante de la domesticacién del tomate. Hecho ampliamente
aceptado en el mundo cientifico, ya que la utilizacion de formas domesticas en
nuestro pais es muy antigua. Sus frutos eran bien conocidos y empleados como
alimentos por las culturas indigenas que habitaban la parte centro y sur de
México, quienes la llamaban en lengua nahuatl “tomatl”; en el siglo XVI fue
llevado a Europa y en Espafia e Italia comenz6 a servir como alimento. En otros
paises europeos solo se utilizaban en farmacias y asi se mantuvieron en
Alemania hasta comienzos del siglo XIX. Los espafioles y portugueses
difundieron el tomate a Oriente Medio y Africa, y de alli a otros paises asiéaticos,
y de Europa también se difundié a Estados Unidos y Canada. En la actualidad el
tomate se encuentra distribuido por todo el mundo (Ramirez y Sainz, 2010).

2.1.4 Usos

El tomate rojo tiene diferentes usos de los cuales destacan: el uso medicinal
gracias a su alto contenido de minerales, vitaminas y antioxidantes; en la Industria
en la elaboracién de puré, pasta y salsas; y el uso mas importante, en fruto fresco,
gue llega a la mesa de todas las familias en México, ya que es de uso cotidiano
en la preparacién y acompafiamiento de muchos de los platillos mexicanos

(Subsecretaria de Fomento a los Agronegocios [SFA], 2010).

2.1.5 Produccién nacional

En México se producen casi 2.3 millones de t, de las cuales Sinaloa produce 551
mil t, seguido de San Luis Potosi, Jalisco, Zacatecas, R. Lagunera, Baja
California, Baja California Sur y Michoacan con: 195,795; 150,468; 145,432,



143,286; 135,741; 123,638 y 117,710 t respectivamente. El estado de Guerrero
figura en el lugar 24 de la lista con una produccién de 15 mil t, el 1% de la
produccion total del pais (Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera
[SIAP], 2014) (Figura 1).

Guerrero /
V ZACATECAS
MICHOACAN 6%
%

5
BAJA CALIFORNIASUR/IBA.IA CALIFORNIA _REGION LAGUNERA

5% 5% 6%

Figura 1. Porcentaje de la produccion nacional por estados.

2.1.6 Ecologia del cultivo

Temperatura: La temperatura 6ptima de desarrollo del tomate se sitia en 23°C
durante el dia y entre 13-17°C durante la noche. Humedad: La humedad relativa
Optima oscila entre un 60 y 80%. Luminosidad: Niveles de radiacion diaria
alrededor de 0.85 MegaJoules por metro cuadrado, son los minimos para la
floracion y cuajado. Suelo: La planta de tomate se puede cultivar en cualquier tipo
de suelo, pero se prefieren suelos profundos, margosos y bien drenados. Lo ideal

es un suelo ligeramente acido, con un pH de 6.2 a 6.8 (SFA, 2010).

2.1.7 Manejo Integral de Plagas

El manejo integral de plagas (MIP) es una estrategia de contencion de plagas y
enfermedades que busca maximizar las fuerzas naturales de control, como

depredadores y parasitos, y utilizar otras tacticas s6lo cuando sea necesario y
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con un minimo de perturbaciones ambientales (Glass, 1975; Barzman et al.,
2015).

Control cultural: Es la utilizacion de practicas agricolas ordinarias, o algunas
modificaciones de ellas, con el propdsito de contribuir a prevenir el ataque de
patogenos, hacer el ambiente menos favorable para su desarrollo, destruir
in6culos, destruir huéspedes secundarios y asi disminuir la cantidad de
enfermedad. Control Genético: La utilizacion de genotipos de plantas mejoradas
genéticamente para que resistan o toleren el ataque de ciertos patdégenos.
Control Biologico: Es el uso de organismos (0 de sus metabolitos o subproductos)
gue son enemigos naturales de una plaga o patégeno, con el fin de reducir o
eliminar sus efectos dafinos en las plantas o sus productos. Control Quimico:
Consiste en la reduccion de las poblaciones de plagas mediante el empleo de
sustancias quimicas diversas, cuyo uso se recomienda de manera selectiva
(Serrano y Galindo, 2007).

2.2 Tridngulo epidemioldgico de la enfermedad

Las enfermedades en las plantas ocurren cuando tres factores ocurren de forma
simultanea como son la presencia del patégeno, las condiciones climaticas
favorables y el huésped susceptible, en lo que se consideran vértices del triangulo
de la enfermedad, sin embargo, después se agrega que esos tres factores tienen
gue estar juntos durante cierto tiempo para que ocurra la enfermedad por lo que
ese triAngulo se convierte con ese cuarto factor o vértice (el tiempo) en una

piramide triangular (Hernandez, 2017).

2.3 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder y Hansen
2.3.1 Importancia
El género Fusarium es un hongo patogénico, necrologico, necrotrofo. F.

oxysporum produce principalmente marchitamiento vascular en muchos cultivos,

mientras que numerosas especies, especialmente F. solani, causan pudriciones



de raices, tallos y semillas a causa de sus micotoxinas. F. oxysporum se
compone de mas de 120 formas especiales segun los huéspedes infectados.
Cada uno de ellos puede subdividirse en razas fisiolégicas, cada una de las
cuales muestra un patrén caracteristico de virulencia en las variedades

diferenciales del huésped (Agrios, 2005).

La marchitez vascular producida por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Sacc.) Snyder y Hansen es la principal enfermedad que causa problemas en el
cultivo del jitomate, disminuye en un 60% el rendimiento y afecta la calidad del
producto (Jones, Jones, Stall, & Zitter, 1991).

2.3.2 Hospedantes

Michelse & Rep (2009) mencionan que se han reportado mas de 120 formas
especiales de F. oxysporum diferentes, basadas en una amplia gama de familias
hospedantes, por ejemplo: F. oxysporum ataca a la familia de las solanaceas,
pero solo F. oxysporum f. sp. lycopersici ataca y causa sintomas en tomate rojo
(Solanum lycopersicum). Sin embargo, algunas formas especiales tienen rangos
de hospedantes mas amplios, tales como F. oxysporum f. Sp. radicis-lycopersici,
gue al menos en los estudios en invernadero puede causar enfermedad en otras
familias como: Leguminosae, Cucurbitaceae y Chenopodiaceae (Menzies, Koch
& Seywerd, 1990; Kistler, 1997).

2.3.3 Distribucién

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici tiene una amplia distribucion en el mundo

se encuentra reportado en por lo menos 32 paises (Jones et al., 1991).
2.3.4 Taxonomia

Reino: Fungi; Phylum: Ascomycota; Clase: Deuteromycete; Orden Hypocreales;
Familia: Hypocreaceae; Genero: Fusarium; Especie: Oxysporum; Forma
especial: Lycopersici y Nombre Binomial: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Diaz de Castro, Restrepo, y Rojas, 2007).



2.3.5 Morfologia

El micelio es incoloro al principio, pero con el tiempo se vuelve de color crema,
amarillo pélido, rosa palido, o algo violaceo. El hongo produce tres tipos de
esporas asexuales. Los microconidios, que tienen una o dos células. Los
macroconidios son las tipicas esporas de Fusarium; Son de tres a cinco células,
tienen puntas gradualmente puntiagudas y curvadas. Las clamidosporas son
esporas redondas de una o dos paredes, de espesor grueso, producidas dentro

o en el extremo de micelios mas antiguos (Agrios, 2005).

2.3.6 Sintomas

Las hojas més antiguas muestran epinastia causada por la caida de los peciolos.
Las plantas infectadas en la etapa de la plantula se marchitan generalmente y
mueren después de la aparicion de los primeros sintomas. Las plantas mas viejas
en el campo pueden marchitarse y morir repentinamente si la infeccion es severa
y si el tiempo es favorable para el patdgeno. Mas comunmente, en las plantas
mas viejas, el aclaramiento de las venas y la epinastia de la hoja son seguidos
por el retraso del crecimiento de las plantas, el amarillamiento de las hojas
inferiores, la formacion ocasional de raices adventicias, el marchitamiento de las
hojas y los tallos jovenes y finalmente la muerte de la planta. A menudo estos
sintomas aparecen en un solo lado del tallo y progresan hacia arriba hasta que
el follaje y el tallo se mueren. En cortes transversales cerca de la base del tallo
de la planta infectada, un anillo marron es evidente en el area de los haces
vasculares. La extension ascendente de la decoloracion depende de la gravedad
de la enfermedad (Agrios, 2005).

2.3.7 Ciclo Biolbgico y Epidemiologia

Sobrevive en los restos vegetales infectados, en el suelo como micelio y en todas

sus formas de esporas, pero mas comunmente como las clamidosporas en las
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regiones templadas o mas frias. Se disemina sobre distancias cortas por medio
de agua y equipo agricola contaminado y en largas distancias principalmente en
trasplantes infectados o en el suelo llevado con ellos. Por lo general, una vez que
una zona se infesta con Fusarium, permanece indefinidamente. Cuando las
plantas sanas crecen en el suelo contaminado, el tubo germinativo de las esporas
o el micelio penetra directamente en las raices o entra en las raices a través de
heridas o en el punto de formacién de las raices laterales. El micelio avanza a
través de la corteza de la raiz intercelularmente, y cuando llega a los vasos del
xilema penetra en ellos a través de los pozos. El micelio permanece entonces
exclusivamente en los vasos y viaja a través de ellos, principalmente hacia arriba,
hacia el tallo y la corona de la planta. Mientras que, en los vasos, el micelio se
ramifica y produce microconidios, que se desprenden y se llevan hacia arriba en
la corriente de la savia. Los microconidios germinan en el punto en que su
movimiento ascendente se detiene, el micelio penetra en la pared superior del
vaso y se producen mas microconidios en el vaso siguiente. El micelio también
avanza lateralmente en los vasos adyacentes, penetrandolos a través de los
pozos. Una combinacién de los procesos discutidos anteriormente, producen, el
taponamiento de los vasos por micelio, esporas, geles, gomas y tilosas y
trituracion de los vasos por proliferacion de células de parénquima adyacentes.
Cuando las hojas transpiran mas agua que la que pueden absorber las raices,
los estomas se cierran y las hojas se marchitan y finalmente mueren, seguido por
la muerte del resto de la planta. EI hongo entonces invade todos los tejidos de la
planta extensivamente, alcanza la superficie de la planta muerta, y alli esporula.
Las esporas pueden ser diseminadas a nuevas plantas o areas por el viento, el
agua, etc. la temperatura 6ptima para la enfermedad es de 27-30°C. y los
sintomas comienzan a los 20 dias después del trasplante, donde se pueden notar

un 10% de dafios (Agrios, 2005; Leyva, Gonzales, Rodriguez, y Montalvo, 2013).



2.4 Rhizoctonia solani Kihn

2.4.1 Importancia

Se ha demostrado que causa pérdidas de mas de 10% en sistemas de labranza
convencional y 20 a 30% en sistemas de minima o cero labranza en Estados
Unidos. En Brasil, en conjunto con Fusarium, se tiene reportado un alcance del
60% (Harveson, 2011). La enfermedad es persistente, muy adaptable, versatil y
con capacidad de causar dafios importantes al tejido vegetal colonizado logrando

ocasionar lesiones significativas en las raices y el tallo (Yildiz & Timur, 2002).

2.4.2 Hospedantes

El fitopatégeno R. solani puede atacar 250 especies de plantas y se presenta
tanto en campo como en el sitio de almacenamiento de tubérculos que van a ser

usados como material de propagacion (Jager & Velvis, 1988).

2.4.3 Distribuciéon

Ogoshi (1987) report6é que R. solani se encontraba en todo el mundo por lo cual

su distribucion es cosmopolita.

2.4.4 Taxonomia

Reino: Fungi; Phylum: Basidiomycota; Clase: Agarycomycetes; Orden:
Polyporales; Familia: Ceratobasidiaceae; Genero: Rhizoctonia; Especie: solaniy
Nombre binomial: Rhizoctonia solani Kiihn (National Center for Biotechnology
Information [NCBI], 2014).

2.4.5 Morfologia

El micelio de R. solani es incoloro cuando joven, pero se torna amarillento o café
claro a medida que madura, esta pigmentacion varia entre distintos medios
nutritivos, pero todas las colonias maduras muestran algun tono de color café. El

micelio esta constituido por largas células y se ramifica en angulo recto desde la

10



hifa principal, con una ligera constriccion en la ramificacion y un septo cerca de
este punto (Parmeter & Whitney, 1970).

2.4.6 Sintomas

El ahogamiento es quiza el sintoma mas comun que ocasiona Rhizoctonia en la
mayoria de las plantas que afecta. Se produce principalmente en suelos frios y
hamedos. Las plantulas muy jévenes pueden morirse antes o poco después de
que han emergido del suelo. Antes de que las plantulas emerjan, el hongo ataca
y mata al apice de crecimiento de ella, que muere entonces en poco tiempo. Sin
embargo, las plantulas carnosas y gruesas, tales como la de las leguminosas y
los brotes de los tubérculos de papa, pueden mostrar puntas muertas y lesiones
muy marcadas de color café antes de su muerte. Una vez que las plantulas han
emergido, el hongo ataca su tallo y lo hace aguanoso, blando e incapaz de

sostener a la plantula, la cual se desploma y muere (Agrios, 2005).

2.4.7 Ciclo Biolégico y Epidemiologia

El patégeno pasa el invierno usualmente como micelio o esclerocios en el suelo
o sobre plantas perennes infectadas o material de propagacion. En algunos
huéspedes el hongo puede incluso ser transportado en la semilla. Esta presente
en la mayoria de los suelos y, una vez establecido en un campo, permanece alli
indefinidamente. ElI hongo se propaga con lluvia, riego, agua de inundacién o
mecanicamente. Para la mayoria de las razas del hongo la temperatura 6ptima
para la infeccién es de unos 15 a 18 ° C, pero algunas razas son mas activas a
temperaturas mucho mas altas, hasta 35 ° C. La enfermedad es mas severa en
suelos moderadamente humedos que en suelos que estan inundados o0 secos.
La infeccidn de las plantas jovenes es mas grave cuando el crecimiento de las
plantas es lento debido a las condiciones ambientales adversas para la planta
(Agrios, 2005).
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2.5 Sclerotium rolfsii Sacc

2.5.1 Importancia

La marchitez surefia afecta a las plantas de tomate y muchas otras familias en
los meses calidos. Ocasionalmente causa pérdidas significativas en suelos

altamente infestados (Ramirez y Sainz 2010).

2.5.2 Hospedantes

S. rolfsii Sacc. es uno de los hongos fitopatégenos habitantes de suelo de mas
amplio rango de hospedantes; se conocen alrededor de 500 especies de plantas
susceptibles a su ataque, las cuales se ubican en alrededor de 100 familias, en
su mayoria dicotiledéneas (Flores, Montes, Rogel y Martinez, 2008).

2.5.3 Distribucion

Comunmente se encuentra en zonas tropicales, subtropicales y otras regiones
de temperatura calida. Especialmente en el sureste de USA, Centro y sur de
Ameérica, Africa, India, Japén y paises del sureste de Europa (Ferreira & Boley,
1992).

2.5.4 Taxonomia

Reino: Fungi; Divisién: Deuteromycota; Clase: Hyphomycetes; Orden: Mycelia
Sterilia; Genero: Sclerotium; Especie: rolfsii y Nombre binomial: Sclerotium rolfsii
(Noyd, 2000; Ulloa y Herrera, 1994).

2.5.5 Morfologia

Se caracteriza por su micelio blanco abundante, no forma esporas; pero produce
numerosos esclerocios de color café oscuro (Agrios, 2005). Las hifas pueden ser
de dos tipos: los principales que son grandes en comparacion con otros hongos

por que presentan de 5 a 9 micrones de diametro, tienen paredes delgadas, son
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hialinas y tienen conexiones en forma de gancho (Fibulas) a nivel de las septas,

caracteristicas que permite identificar esta especie (Barnett & Hunter, 1987).

2.5.6 Sintomas

Marchitamiento general de la planta, sin un cambio en el color del follaje, hasta
que la planta muere. La base del tallo y parte de la raiz se cubren con un
crecimiento micelial blanco, lo cual también ocurre en el suelo himedo que rodea
a la planta infectada. Incrustados en el micelio, se pueden observar los
esclerocios color café del tamafio de una semilla de mostaza, los cuales son
caracteristicos de la enfermedad. Los frutos pueden infectarse si estan en

contacto con el suelo (Ramirez y Sainz, 2010).

2.5.7 Ciclo Bioldgico y Epidemiologia

S. rolfsii se disemina por medio del agua, o al mover suelo infestado
principalmente con implementos agricolas. Sobrevive en forma de esclerocios y
en residuos de plantas enfermas, o en hospedantes que sobreviven hasta la
siguiente temporada del cultivo. Presumiblemente, primero excreta enzimas que
disuelven la capa celular exterior antes de penetrar al hospedante. La
enfermedad es mas severa a temperaturas altas (30-35°C) y altos niveles de
humedad, a los 4 dias después del trasplante suele tenerse una incidencia del
40% de la enfermedad (Ramirez y Sainz, 2010; American Phytopathological
Society [APS], 2017).

2.6 Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

2.6.1 Importancia

M. phaseolina agente causal de la pudricion carbonosa, es un hongo patdégeno
con un amplio intervalo de hospedantes que ocurre en regiones con climas

variados, desde aridos hasta tropicales. En México, se ha observado que M.
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phaseolina causa dafios significativos, principalmente en frijol comun y algunas

hortalizas (Makey, Lopez, Lopez, Cumpian y Acosta, 2001).

2.6.2 Hospedantes

M. phaseolina tiene como hospedantes a mas de 500 especies de plantas, entre
ellas: frijol comun, ajonjoli, berenjena, tomate rojo, sorgo, soya, etc. (Makey,
Lépez y Acosta 2002; Blancard, 2011).

2.6.3 Distribucion

M. phaseolina tiene una distribucién cosmopolita, lo que indica que lo podemos

encontrar en casi todo el mundo (Cabafias, Hernandez y Makey, 2005).

2.6.4 Taxonomia

Reino: Fungi; Division: Ascomycota; Clase: Ascomycetes; Familia:
Sphaeropsidales; Genero: Macrophomina; Especie: phaseolina y Nombre
binomial: Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid (Martinez, Barrios, Rovesti y
Santos, 2006).

2.6.5 Morfologia

Leyva, Velasquez, Tlapal, Tovar, Rosas y Alvarado (2015) reportaron que M.
phaseolina tiene un crecimiento micelial denso, de aspecto velloso, de color gris
oscuro al inicio y posteriormente se tornan de coloracion negra. Microesclerocios
de forma esférica a irregular, negros, lisos, duros y de 85-130 um de diametro.
Picnidios usualmente solitarios, globosos, negros, de 165-260 um y con ostiolo
truncado. Las células conidiogénicas son hialinas, obpiriformes a subcilindricas y
se encuentran recubriendo la superficie interior del picnidio. Los conidios

inmaduros fueron hialinos, cilindricos a elipsoidales, unicelulares, de 10.64-19.56
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x 3.91-6.45 um. y conidios maduros de color café claro, con pared exterior de

consistencia granular y con apéndices mucoides.

2.6.6 Sintomas

Chancros negros, que aparecen bajo los cotiledones en el momento de la
emergencia, podredumbres radiculares y del cuello en plantulas jovenes en
viveros o después de la plantacién; una podredumbre de la corteza de las raices
y una degradacion de la parte baja del tallo, tomando una coloracion grisacea a
negro en el interior. Muy frecuentemente, numerosos y pequefios esclerocios
negros de 50 a 200 um estan presentes sobre y dentro de los tejidos lesionados.
Ademas, las plantas son raquiticas, cloréticas, marchitas y pueden morir
(Blancard, 2011).

2.6.7 Ciclo Biologico y Epidemiologia

M. phaseolina sobrevive como microsclerocios en el suelo y en los residuos de
plantas infectadas. Los microclerocios sirven como fuente primaria de inéculo y
se ha encontrado que persisten en el suelo hasta tres afios. Los microsclerocios
son estructuras negras, esféricas a oblongas que se producen en el tejido
huésped y se liberan en el suelo a medida que la planta infectada se degrada.
Estas estructuras multicelulares permiten la persistencia del hongo en
condiciones adversas tales como bajos niveles de nutrientes del suelo y
temperatura por encima de 30°C. La supervivencia se reduce en gran medida en
suelos humedos, a no mas de 7 a 8 semanas y el micelio no mas de 7 dias. Las
semillas también pueden llevar el hongo en la cuticula. Las semillas infectadas
no germinan o producen plantulas que mueren poco después de la emergencia.
La germinacion de los microesclerocios, ocurre a temperaturas que van de 28 a
35 °C. Germinan en la superficie de la raiz, forman apresorios que penetran las
paredes celulares epidérmicas del hospedante por la presion mecanica y la
digestion enzimatica o a traves de aberturas naturales. Las hifas crecen primero
intercelularmente en la corteza y luego intracelularmente a través del xilema.
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Una vez en el tejido vascular, M. phaseolina se propaga a través de la raiz
principal y el vastago inferior de la planta produciendo microesclerosios que
taponan los vasos. La tasa de infeccion aumenta con temperaturas altas y baja
humedad del suelo aumentando la gravedad de la enfermedad. La pudricion
ocurre a menudo cuando las plantas se someten a estrés por sequia. El
taponamiento de los vasos del xilema por microsclerocios, la produccién de
toxinas, la accién enzimética y la presion mecanica durante la penetracion
conducen al desarrollo de la enfermedad. La poblacion de M. phaseolina en el
suelo aumentara cuando los hospedantes sean cultivados en afios sucesivos y
puedan ser redistribuidos por practicas de labranza (Dhinga y Sinclair, 1977;
Wyllie, 1988).

2.7 Fungicidas
2.7.1 Inhibidores de Acidos Nucleicos (Metalaxil-M)

En este grupo se encuentran las Phenyl Amides (Furalaxil, Metalaxil, Oxadixyl
Benalaxil, Ofurace) los cuales afectan la sintesis de RNA y/o DNA. Estos
compuestos son efectivos contra patégenos del orden de los Peronosporales.
Estudios efectuados con is6topos radioactivos han demostrado que estos
productos afectan la sintesis de RNA, con efecto secundario sobre la sintesis de
otras macromoléculas. El grupo de las Phenyl Amides presentan alto riesgo de
resistencia. Generalmente estan en coformulacion con fungicidas de amplio
espectro con el fin de disminuir el riesgo a resistencia, también estan clasificados,
los grupos: Hidroxy- pirimidinas, Heteroaromaticos y los Acidos carboxilicos
(Melgarejo y Abella, 2011)

2.7.2 Inhibidores de la mitosis y division celular (Fluopicolide, Metil
Tiofanato)

La tubulina (microtaubulos-cytoesqueleto), es una proteina importante en la

formacion y segregacién de cromosomas en la division celular; la alteracion de
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esta afecta la mitosis a nivel de la metafase (El huso acromatico es distorsionado
y la separacién del nucleo es suspendida, causando la muerte de la célula
fungosa). Los benzimidazol, carbamatos, n-fenilcarbamatos, bloquean la B-
tubulina e impiden la formacion de los microtubulos. Las benzamidas, que
desorganizan las espectrinas colapsando el citoesqueleto y con ello inhibiendo la

division celular (Roman, 2014).

2.7.3 Inhibidores de la respiracion fuera de la quinona (Qol)

(Piraclostrobina)

Las estrobilurinas son compuestos relacionados con un metabolito secundario
del hongo Strobilurus tenacellus. Actian inhibiendo la respiracion en un punto
determinado (complejo del citocromo bcl), siendo por su sitio de accién
clasificados como inhibidores Qol (Quinone Outside Inhibitors). Las estrobilurinas
afectan germinacion de esporas de Venturia inaequalis, oidios, Septoria spp.,
Pyrenophora teres, P. grisea, R. solani, C. beticola, Alternaria spp., Phytophthora
infestans (Gepp y Mondino, 2016).

2.7.4 Inhibidores de la demetilacion (Prochloraz)

Actian inhibiendo la biosintesis de ergosterol (Fungicidas IBE), un esterol que
forma parte de las membranas de las células fungicas. Comprende a los
fungicidas inhibidores de la enzima esterol Cl4-demetilasa, que cataliza la
demetilacion de C14 en la sintesis del ergosterol, y que recibe el nombre de
inhibidores de la demetilacién o DMI (DeMethylation inhibitors), se interrumpe la
sintesis del ergosterol en la membrana celular, se acumulan esteroles
intermedios téxicos, aumenta la permeabilidad de la membrana y se interrumpe
el crecimiento del hongo. En este grupo se encuentran las siguientes familias:
piperacinas, piridinas, pirimidinas, imidazoles, anilopirimidinas, fenilpiroles y

triazoles (Pérez, Fernandez, De Vicente, Torres y Lopez, 2005; Biasoli, 2016).

17



2.7.5 Inhibidores de la sintesis de aminoacidos y proteinas (Ciprodinil)

El Ciprodinil, perteneciente al grupo quimico de los anilino-pyrimidines, actua
inhibiendo la biosintesis de la metionina, en el gen cgs, distinguido con el codigo
D1 segun la Fungicide Resistance Action Committee (Frac, 2017).

2.7.6 Transduccioén de sefiales

El Fludioxonil, pertenece al grupo quimico de los phenylpyrroles, que actian
inhibiendo las proteinas MAP, la histidina-quinasa en la transduccion de sefal
osmotica (0s-2, HOG1), distinguido con el codigo E2; El Iprodione, perteneciente
al grupo quimico dicarboximides, de igual forma inhibe las proteinas MAP, la
histidina-quinasa solo que en la transduccion de sefial osmética (os-1, Dafl)
alterando la transduccién de sefales que inhiben los mecanismos metabdlicos

gue permiten a la célula adaptarse a su entorno (Frac, 2017).

2.7.7 Inhibidores de la Sintesis de membranas y lipidos (Propamocarb y

Quintozeno)

En este grupo se incluyen productos que afectan la formacién de glucolipidos en
las membranas de las células de los hongos, lo cual provoca cambios en la
permeabilidad de la misma y con ello el dafio a las hifas (Melgarejo y Abella,
2011).

2.7.8 Inductores de Fitoalexinas (Fosetil-Al)

Las Fitoalexinas son metabolitos, producto del estrés, inducidos por altos niveles
de radiacion ultravioleta, heridas, descenso de temperatura y por la aplicacion de
fungicidas tales como el Fosetil-Al. Las fitoalexinas se sintetizan en las células
sanas adyacentes a las células dafiadas y se acumulan tanto en tejidos
necroticos resistentes, como susceptibles, es decir, se producen

restringidamente en un sitio alrededor del lugar de infeccion. La resistencia ocurre
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cuando una o mas fitoalexinas alcanzan una concentracién suficiente para inhibir

el desarrollo del patdogeno (Garcia y Pérez, 2003; Agrios, 2005).

2.8 Control Bioldgico
2.8.1 Generalidades

El control biol6gico implica la reduccién de las poblaciones plaga mediante el uso
de enemigos naturales como parasitoides, depredadores, patdégenos,
antagonistas o competidores para disminuir las poblaciones de plaga. El control
bioldgico es una opcidn practica para regular las poblaciones de plaga debido a
que: es facil y seguro de usar, es un método de control rentable y amigable
ambientalmente, especialmente en comparacion con los plaguicidas utilizados
frecuentemente, reduce el uso de plaguicidas convencionales, se puede
implementar como parte de un programa de Manejo Integral de Plagas (MIP) y
una vez establecidos, las poblaciones son autosostenibles (United States
Department of Agriculture [USDA], 2016).

Las plagas o enfermedades tienen antagonistas que contribuyen a la atenuacion
de los dafios que causan las enfermedades, en los agroecosistemas donde
existan condiciones para su desarrollo y conservacion. Para lograr este objetivo
los microorganismos benéficos presentan diferentes modos de accién que les
permiten ejercer su efecto biorregulador. Estos atributos y la capacidad de
multiplicarse rapida y abundantemente, los hace ideales para su uso como

agentes de control biolégico (Fernandez, 2001).

2.8.2 Trichoderma spp.

Las cepas de Trichoderma ejercen varios mecanismos de accién involucrados en
el antagonismo de hongos fitopatégenos, ademas de influir en el metabolismo de
las plantas. ElI antagonismo depende de diversos genes involucrando
sefalizacion, antibiosis, transporte 0 micoparasitismo, de los cuales 44 y 26% de

los genes identificados estan relacionados con el micoparasitismo y antibiosis,
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respectivamente. Mientras que la resistencia sistémica inducida, reprogramacion
genética/sefalizacion y competencia representan solo el 12, 11, y 5% de los

genes, respectivamente (Daguerre, Siegel, Edel-Hermann, & Steinberg, 2014).

La capacidad de Trichoderma de producir diversos metabolitos y de adaptarse a
diversas condiciones ambientales y sustratos le confiere las caracteristicas

ideales como agente de control biolégico (Martinez, Infante y Reyes, 2013).
Micoparasitismo

Es un proceso complejo en la interaccién antagonista-patégeno, que ocurre en
cuatro etapas: Crecimiento quimiotréfico donde Trichoderma puede detectar a
distancia a sus posibles hospedantes, Reconocimiento: Se considera que existe
una alta especificidad del antagonista por su sustrato, Adhesion y enrollamiento:
Ocurre por la asociacion de un azucar de la pared del antagonista con una lectina
presente en la pared del patdgeno y Actividad litica: Produccion de enzimas liticas
extracelulares, fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, que
degradan las paredes celulares del patégeno y posibilitan la penetracion de las
hifas de Trichoderma. El micoparasitismo concluye con la pérdida del contenido
citoplasmatico de la célula hospedante, mostrando sintomas de disgregacion.
Diferentes interacciones hifales estan involucradas en el micoparasitismo, tales
como: enrollamiento, penetracion, vacuolizacion, granulacion, coagulacion,

desintegracion y lisis (Martinez et al., 2013).
Antibiosis

Trichoderma tiene la capacidad de producir compuestos organicos volatiles,
como 2-propanona, 2-metil-1-butanol, heptanal, octanal, nonanal y decanal. Y
compuestos no volatiles, dentro de los cuales existe un gran numero de
compuestos de importancia en la actividad biorreguladora de patégenos, algunos
de ellos son harzianolida, alameticina, tricolina, viridina, gliovirina, gliotoxina, 6-
pentil-a-pirona, isonitrina, trichodermina, suzucacilina y trichorzianina. Estos
compuestos juegan un papel importante inhibiendo el crecimiento y desarrollo de

microorganismos patodgenos. La combinacion de enzimas liticas y antibidticos
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resulta con un alto nivel de antagonismo frente a organismos patdégenos (Castro
y Rivillas, 2012).

Competencia

Un factor esencial para que exista competencia es la escasez o limitacién de un
requerimiento (espacio y/o nutrientes), por lo que competencia puede definirse
como el comportamiento desigual de dos o0 mas organismos ante un mismo
requerimiento, siempre y cuando la utilizacion del mismo por uno de ellos,
reduzca la cantidad necesaria para los demés. La presencia de Trichoderma en
suelos de todo el mundo es una evidencia, de que es un excelente competidor
por espacio y recursos nutricionales, y de su plasticidad ecologica. La
competencia por nutrientes de Trichoderma, es principalmente por carbono,
nitrato y hierro. De forma general, las cualidades que favorecen la competencia
de este antagonista son, la alta velocidad de crecimiento que posee gran parte
de sus aislamientos y la secrecion de metabolitos de diferente naturaleza, que
frenan o eliminan a los competidores en el microambiente. Este modo de accién
influye en bloquear el paso al patégeno y resulta importante para la diseminacién

del antagonista (Martinez et al., 2013).
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3 CAPITULO lll. PATOGENICIDAD DE HONGOS CAUSANTES
DE LA PUDRICION DE RAiZ DEL TOMATE ROJO

3.1 Resumen

El diagndstico correcto de las enfermedades es el principal factor para la
realizacion adecuada de un manejo o control de éstas. El objetivo de este estudio
fue comprobar la patogenicidad de 4 hongos patdgenos en tomate rojo. Las
cepas Fusarium oxysporum (KJ652223.1), Rhizoctonia solani (KX592586.1),
Sclerotium  rolfsii  (KX757771.1) y Macrophomina pseudophaseolina
(KX757770.1)., fueron obtenidas del laboratorio de Fitopatologia del Colegio
Superior Agropecuario del estado de Guerrero, identificadas y confirmadas por
PCR y secuenciacion de DNA con el algoritmo BLAST en NCBI (Base de datos
de MycoBank, International Mycological Asociation). Se cultivaron en Papa
Dextrosa Agar (PDA) para incrementar su poblacion, la concentracion de
Unidades Formadoras de Colonia (UFC) se determind usando una camara
Neubauer. Para comprobar la patogenicidad se inocularon 55 plantas, 5 plantas
0 repeticiones para cada hongo y sus posibles combinaciones, inoculando 2x10°6
UFC para cada planta. Se comprobé la patogenicidad de los hongos a través de
los postulados de Koch, ya que las plantas inoculadas presentaron los sintomas
caracteristicos de clorosis, marchitamiento y muerte, y los hongos aislados del
tejido infectado fueron las mismas cepas inoculadas. Los hongos: F. oxysporum,
R. solani, S. rolfsii y M. pseudophaseolina son patogénicos al ser inoculados en
plantas sanas de tomate rojo.

Palabras clave: F. oxysporum, R. solani, S. rolfsii, M. pseudophaseolina,
Patdégeno y Morfologia.
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3.2 Abstract

The correct diagnosis of diseases is the main factor for an adequate management
or control. The objective was to verify the pathogenicity of 4 fungal pathogens in
tomato. Strains of Fusarium oxysporum (KJ652223.1), Rhizoctonia solani
(KX592586.1), Sclerotium rolfsii  (KX757771.1) and Macrophomina
pseudophaseolina (KX757770.1), were obtained from the Phytopathology
laboratory of the Colegio Superior Agropecuario del Estado de Guerrero,
identified and confirmed using PCR, sequencing of DNA and the BLAST algorithm
NCBI (database MycoBank, International Mycological Asociation). Fungi were
cultivated on potato dextrose Agar (PDA) for the increase of its population, the
concentration of Colony Forming Units (CFU) was determined using a Neubauer
camera. To check the pathogenicity were inoculated 55 plants, 5 plants or
replications for each fungus and their possible combinations, by inoculating 2x10°6
CFU for each plant. The pathogenicity of fungi found through Koch's postulates,
inoculated plants showed the characteristic symptoms of chlorosis, wilting and
death, and the fungi isolated from infected tissue were the same as the strains
inoculated. The fungi: F. oxysporum, R. solani, S. rolfsii and M. pseudophaseolina
are pathogenic when inoculated in healthy red tomato plants.

Keywords: F. oxysporum, R. solani, S. rolfsii, M. pseudophaseolina, pathogen,

morphology.
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3.3 Introduccién

El tomate rojo es una de las hortalizas mas importantes en México en el consumo
nacional, ya que para los mexicanos esta hortaliza no debe de faltar en la canasta
bésica, para la preparacion de platillos tipicos y salsas. Ademas, esta hortaliza
es importante en el mercado internacional, ya que México es el principal
exportador de tomates frescos, en 2013 se exportaron 1.5 millones de t. con un
ingreso en miles de délares de 1.8 millones al Pais (FAOSTAT, 2013).

Por otra parte, este cultivo tiene una gama de problemas fitosanitarios, que
reducen drasticamente los rendimientos, uno de los principales problemas son
las enfermedades causadas por patdégenos edaficos, que pueden reducir los

rendimientos hasta en un 80%.

Para aplicar medidas de manejo o control y evitar pérdidas, es indispensable la
identificacion apropiada de las enfermedades y de los agentes causales. Por ello,
el diagndstico es uno de los aspectos mas importantes ya que una identificacion
erronea provocaria pérdidas econémicas mayores. El diagnéstico correcto puede
hacerse de dos formas: por observacion directa del tejido infectado y cultivando
los patdégenos en medio sintético (Sosa, Perdomo, Brathwaite y Salazar, 1997),

y a través de la identificacién molecular.

Para determinar el agente causal de una enfermedad, no es suficiente haber
aislado al organismo patégeno de los tejidos afectados y haberlo identificado,
debe demostrarse que ese organismo esta involucrado en dicha enfermedad.
Para esto es obligatorio realizar los postulados de Koch, que permiten establecer
la relacion patdégeno-enfermedad. Estos postulados exigen que el organismo
sospechoso se encuentre permanentemente asociado con la enfermedad en
cuestion; que sea aislado, cultivado y purificado para poder ser inoculado en
plantas susceptibles; que se produzcan los sintomas de la enfermedad en las
plantas inoculadas artificialmente, y que pueda ser nuevamente aislado el mismo

organismo patogeno de los tejidos enfermos (Sosa et al, 1997).

28



3.4 Objetivos
Los objetivos de este estudio fueron:

» Comprobar la patogenicidad de F. oxysporum, R. solani, S. rolfsii y M.
pseudophaseolina en plantas de tomate rojo.
» Verificar si los patdgenos son mas agresivos al inocularlos solos o

combinados.
3.5 Hipotesis

» Las especies de hongos estudiados son patogénicos para el cultivo del
tomate rojo.
» Alinocular la combinacién de todos los hongos estudiados los sintomas y

la muerte de las plantas se presentan mas rapido.

3.6 Materiales y Métodos

3.6.1 Obtencion de las cepas

Las cepas de Fusarium oxysporum (KJ652223.1) (Diaz, Vargas, Leyva, Ayvar,
Michel & Alvarado, 2014), Rhizoctonia solani (KX592586.1) (Ayvar, Diaz, Vargas,
Mena, Alvarado, Vargas y Tejeda, 2016), Sclerotium rolfsii (KX757771.1) (Diaz,
Sahagun, Vargas, Ayvar, Alvarado, Acosta, Villanueva & Pérez, 2016) y
Macrophomina pseudophaseolina (KX757770.1) (Ayvar, Diaz, Flores, Mena,
Alvarado & Vargas, 2016), fueron obtenidas del laboratorio de Fitopatologia del
Colegio Superior Agropecuario del estado de Guerrero, México, aisladas del
municipio de Cocula, Guerrero. Identificadas y confirmadas por PCR vy
secuenciacion con el algoritmo BLAST en la base de datos del NCBI (2017).

3.6.2 Incubacién

Cada hongo se sembro en 5 cajas Petri con PDA adicionado con acido lactico y
se incubaron a 25 £ 2° C para pruebas posteriores.
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3.6.3 Incremento del in6culo

Se utilizaron granos de avena con glumas y lemmas, las cuales se colocaron en
un contenedor de dos litros, se afiadié aproximadamente 500 mL. de avena y
agua ajustando a un litro de capacidad. Se mezclé para liberar las burbujas de
aire y humedecer totalmente los granos de avena con glumas y lemmas. Se
colocé a 5° C durante 24 h. para lixiviar los compuestos fendlicos. Posteriormente
se drend el agua y de 5 a 10 min, se envolvid la avena con gasas y se exprimio
hasta que no se pudo liberar mas agua. La avena con glumas y lemmas ya
drenada se colocé en matraces Erlenmeyer y frascos de vidrio los cuales se
llenaron y se sellaron con un tapon de algodén y se esterilizaron en la autoclave
durante 60 min, dos dias consecutivos. Se inocularon con discos de PDA con
micelio, a razén de 15 discos en cada frasco con avena. El material inoculado se
agitdé para obtener una buena distribucion del inoculo y se incub6 por 15 dias
(Leslie y Summerell, 2006; Bateman, 2005).

3.6.4 Conteo de las Unidades Formadoras de Colonia (UFC)

Se pes6 un gramo de granos de avena con glumas y lemmas previamente
inoculado e incubado de cada patdgeno, se depositaron en un vaso de
precipitado, se agregaron 8 mL de agua destilada estéril y 2 mL de hipoclorito de
sodio y se agitdé y homogenizé la mezcla, se tom6 una alicuota de 1 mL, y se
realizaron 3 diluciones en tubos de ensayo con 9 mL de agua esterilizada, de la
altima dilucién se tomé 1 mL de la mezcla para realizar el conteo en la camara
de Neubauer. Se realizaron tres repeticiones, se obtuvieron valores promedio de
3.5, 3, 4.1y 3.2 x10° UFC de M. pseudophaseolina, R. solani, Fusarium y S.
rolfsii, respectivamente. Para calcular la concentracion de indculo en la avena
infestada se utilizé la siguiente formula (Benitez, 2002 y lzurieta, 2011): UFC+=
(UFCn) (10,000) (100) donde: UFCr = Total de Unidades Formadoras de
Colonias, UFCn = Unidades Formadoras de Colonias contadas en la camara de
Neubauer, 10,000 = Constante y 100 = Factor utilizado para la dilucion 2.
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3.6.5 Pruebas de patogenicidad

Se utilizaron plantas sanas de tomate de un mes de edad, las cuales se
trasplantaron en vasos con capacidad de un litro con sustrato previamente
esterilizado y seis gramos de inoculo (21x10°, 18x10°, 24.6x10%y 19.2x108 UFC
de M. pseudophaseolina, R. solani, Fusarium y S. rolfsii respectivamente, a
temperatura ambiente 20 + 2° C. La inoculacién se realizé de la siguiente forma:
5 plantas inoculadas con: 1) Fusarium, 2) Sclerotium, 3) Macrophomina, 4)
Rhizoctonia, 5) Fusarium + Rhizoctonia, 6) Fusarium + Sclerotium, 7) Fusarium
+ Macrophomina, 8) Rhizoctonia + Sclerotium, 9) Rhizoctonia + Macrophomina,

10) Sclerotium + Macrophomina, 11) combinaciéon de todos los hongos.

Una vez que las plantas inoculadas presentaron sintomas y que una planta
mostrdé marchitez severa, se extrajo la raiz, se prepararon camaras humedas y
se comprobo la presencia de los fitopatdogenos para finalizar el protocolo de los
postulados de Koch (Agrios, 2005).

3.7 Resultados y Discusion

Existidé un sinergismo en la patogenicidad en las plantas que se inocularon con la
combinacion de todos los hongos, ya que presentaron mas rapido los sintomas y
su muerte en un aproximado de 20 a 25 dias (Figura 3 A); seguido de las plantas
donde solo se inocul6 a Fusarium, las cuales presentaron los primeros sintomas
a los 5 dias, y posteriormente su muerte en aproximadamente 25 a 30 dias; las
demas plantas inoculadas murieron alrededor de 30 dias, a excepcién de las
plantulas inoculadas con Macrophomina que presentaron los mayores sintomas
hasta los 30 dias y la muerte a partir de los 50 dias después de la inoculacién
(ddi) (Figura 2). Fernandez, Guerrero, Rueda y Acosta (2013), al inocular
Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani en plantas de tomate obtuvieron un
100% de incidencia a los 30 dias después de la inoculacién, la misma cantidad

de dias que en este ensayo.
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Apodaca, Zavaleta, Osada y Garcia, (2001) al comparar distintas temperaturas
en la patogenicidad de Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici obtuvieron
que a 18° C los sintomas aparecen a los 5 dias después de la inoculacion,
resultados similares a los de este bioensayo. Dal bello (1987) reportdé que
Slerotium y Rhizoctonia presentaron los primeros sintomas a los 7 y 20 ddi
respectivamente en tomate. Por otra parte se puede notar que Macrophomina
tiene una mayor patogenicidad al inocularlo solo que al inocularlo en combinacién
(Figura 3), datos que concuerdan con los reportados por Pedroza, Castillo y
Samaniego (2000), donde demuestran que existe una reduccion de la
patogenicidad, ya que al inocular solo a Macrophomina obtuvieron un 68% de
muerte mientras que en las combinaciones: Rhizoctonia + Macrophomina,
Fusarium + Macrophomina y Rhizoctonia + Fusarium + Macrophomina obtuvieron

un 59, 56 y 50% respectivamente.

Figura 2. 1zq.) Planta a los 50 dias después de ser inoculada con Macrophomina.
Der.) Planta sana.
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Figura 3. A) Plantas sanas, plantas inoculadas con: B) la combinacion de todos los hongos, C) Macrophomina, D) Fusarium,
E) Rhizoctonia, F) Sclerotium, G) Fusarium+Rhizoctonia, H) Fusarium+Sclerotium, I) Fusarium+Macrophomina, J)
Rhizoctonia+Sclerotium, K) Rhizoctonia+Macrophomina y L) Sclerotium+Macrophomina

33



3.8 Conclusiones.
Los resultados de este bioensayo indican que:

» F. oxysporum, R. solani, S. rolfsii y M. pseudophaseolina, son patogénicos
al inocularse en plantas de Solanum lycopersicum.

» La patogenicidad mas severa se mostré en la interaccion de todos los
patégenos.

» F. oxysporum mostré mayor patogenicidad que los demas hongos cuando
se inocula solo.

» La patogenicidad de los hongos probados en este bioensayo depende del
tipo de asociaciébn de patégenos y en campo de las condiciones
ambientales en que se desarrolle el cultivo, dificultando la posibilidad de

obtener un comportamiento estandar.
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4 CAPITULO IV. CONTROL BIOLOGICO IN VITRO DE HONGOS
PATOGENOS CAUSANTES DE LA PUDRICION DE RAIZ DEL
TOMATE ROJO.

4.1 Resumen

Debido a que el control biolégico se ha vuelto de gran importancia hoy en dia
para dejar atras muchos de los fungicidas quimicos que afectan al medio
ambiente, se genero la realizacion de este experimento con los objetivos de:
Evaluar la antibiosis y micoparasitismo de Trichoderma spp. sobre Fusarium,
Rhizoctonia, Sclerotium y Macrophomina; y comparar el efecto antagénico de
cepas nativas de Trichoderma vs cepas comerciales. La evaluacién de los
metabolitos difusibles se realizé mediante la prueba del papel celofan descrita
por Dennis & Webster (1971), el micoparasitismo se evalué mediante la técnica
propuesta por Dhingra & Sinclair (1995) y el antagonismo mediante la escala de
Bell, Wells & Markham (1982). La cepa Trichoderma virens fue la que produjo los
metabolitos mas eficaces logrando un 87.6% de inhibicion sobre las cepas
patdgenas. Para el caso del micoparasitismo, la cepa nativa T. asperellum Santa
Teresa fue la cepa que logré un mayor parasitismo (37.9%) sobre las cepas
patdgenas; para el caso de la escala de antagonismo, las cepas comerciales T.
virens y harzianum lograron parasitar por completo todas las cepas patégenas.
T. virens produce los metabolitos difusibles mas eficaces para el control de los 4
patégenos, para el caso del parasitismo la mejor cepa fue T. asperellum, y las
cepas nativas fueron mas eficaces que la cepa T. reesei.

Palabras clave: Trichoderma harzianum, T. virens, T. asperelum, antagonismo
y parasitismo.

Tesis de Maestria en ciencias en Proteccion Vegetal, Universidad Autonoma Chapingo
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4.2 Abstract

Due to the fact that biological control has become of great importance today in
order to leave behind many of the chemical fungicides that affect the environment,
the realization of this experiment was generated with the objectives: To evaluate
the antibiosis and mycoparasitism of Trichoderma spp. on Fusarium, Rhizoctonia,
Sclerotium and Macrophomina; and to compare the antagonistic effect of native
strains of Trichoderma vs commercial strains. The evaluation of the diffusible
metabolites was performed using the cellophane test described by Dennis &
Webster (1971), myoparasitism was evaluated by the technique proposed by
Dhingra & Sinclair (1995) and the antagonism by the Bell, Wells & Markham
(1982). The strain Trichoderma virens was the one that produced the most
effective metabolites achieving an 87.6% inhibition on the pathogenic strains. In
the case of mycoparasitism, the native strain T. asperellum Santa Teresa was the
most parasitic (37.9%) on the pathogenic strains. In the case of the scale of
antagonism, commercial strains T. virens and harzianum managed to parasitize
completely all the pathogenic strains. T. virens produced the most effective
diffusible metabolites for the control of the 4 pathogens, while for the parasitism
the best strain was T. asperellum, and the native strains were more effective than
the T. reesei strain.

Keywords: Trichoderma harzianum, T. virens, T. asperelum, antagonism and
parasitism.

Master's in science in plant protection thesis, Universidad Auténoma Chapingo
Author: Pedro Jesus Plancarte Galan

Thesis Director: Mateo Vargas Hernandez
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4.3 Introduccién

El control biolégico es la supresion de las poblaciones plaga por organismos
vivos. Estos organismos pueden proporcionar una proteccioén importante contra
las especies invasoras y proteger nuestro medio ambiente, reduciendo la
necesidad de plaguicidas (Heimpel & Mills, 2017).

El uso del control biologico es probablemente tan antiguo como la historia de la
agricultura. Las pinturas rupestres chinas muestran claramente que los patos se
utilizaban para consumir plagas en la base de las plantas en los arrozales, una
técnica todavia en uso en China hoy en dia. Sin embargo, el primer caso bien
documentado de control bioldgico ocurrié en 1762, cuando el ave Mynah (Gracula
religiosa) fue traida de la India a Mauricio para consumir langostas. En la década
de 1770, se desarroll6 en Myanmar (Birmania) la practica de creacion de pistas
de bambu entre los arboles de citricos para permitir a las hormigas moverse entre

los arboles mas libremente para el control de orugas (Emden & Service, 2004).

Hoy en dia, dentro de la gran diversidad biética nativa del suelo se encuentra un
grupo de microorganismos que son benéficos para la agricultura, como bacterias,
micorrizas y algunas especies de hongos. Estos permiten en parte, aumentar el
crecimiento y desarrollo de las plantas, y, por otro lado, protegerlas del ataque
de organismos del suelo que causan enfermedades. Los hongos benéficos
actlan como biorreguladores de patégenos. Este efecto es aprovechado por el
hombre para la regulacién de estos organismos no deseados cuyo habitat puede
ser el suelo, las raices o la parte aérea de las plantas. Los microorganismos
antagonistas contribuyen a atenuar los dafios causados por las enfermedades en
los agroecosistemas donde existan condiciones para su crecimiento, desarrollo y
conservacion. Para lograr esto, los microorganismos benéficos presentan
diferentes modos de accion, que les permite ejercer ese efecto biorregulador de
patdgenos, aspecto que sumado a la capacidad de multiplicarse abundantemente
les confiere una caracteristica importante para ser seleccionados como agentes
de control bioldgico. Respecto a los mecanismos de accion que intervienen en

las interacciones entre los antagonistas y los patégenos, estan la antibiosis, la
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competencia por espacio y nutrientes, las interacciones directas con el patégeno
(micoparasitismo y lisis enzimatica) y la induccion de resistencia en las plantas
(Howel, 2003).

Dentro del grupo de organismos antagonistas de patdgenos, se destaca la
utilizacion de bacterias como Bacillus, Pseudomonas, Pasteuria y Streptomyces.
Las especies de hongos mas utilizadas para combatir enfermedades de
fitopatdogenos son: Trichoderma, Paecilomyces, Gliocladium y Verticillium. Las
especies pertenecientes al género Trichoderma se presentan de forma natural en
la mayoria de los suelos de uso agricola, teniendo una gran capacidad de
adaptacion a diferentes ambientes, como condiciones de luz, temperatura, pH y
humedad, ademas tienen una alta capacidad reproductiva, habilidad para
colonizar raices, accién como inductor de resistencia sistémica en la planta,
capacidad de afectar una amplia gama de hongos patégenos, ademas, no son
toxicos para los humanos, animales y plantas, y no contaminan el ambiente.
Pueden ser aplicados desde la etapa de semillero, al trasplante y en la plantacién
definitiva. Todas estas caracteristicas le confieren a Trichoderma spp. la
capacidad de ser utilizado como agente de control biolégico contra hongos

patdgenos en la agricultura (Castro y Rivillas, 2012).

4.4 Objetivos

Por las caracteristicas deseables que tiene Trichoderma spp. como agente de

control biolégico se realiz6 este bioensayo con los objetivos de:

» Evaluar la antibiosis de Trichoderma spp. sobre Fusarium, Rhizoctonia,
Sclerotium y Macrophomina.

» Determinar el micoparasitismo y competencia de Trichoderma spp. sobre
Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotium y Macrophomina.

» Comparar el efecto antagénico de las cepas de Trichoderma nativas vs las

cepas comerciales.

40



4.5 Hipotesis

» Las cepas de Trichoderma producen metabolitos con efecto antagonico
sobre Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotium y Macrophomina.

» Las cepas de Trichoderma tienen efecto micoparasitico y de competencia
contra Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotium y Macrophomina.

» Las cepas nativas de Trichoderma son mejores antagonistas que las

cepas comerciales.

4.6 Materiales y Métodos

La presente investigacion se realizé en el laboratorio de Posgrado en Proteccion
Vegetal, del Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Autbnoma
Chapingo.

4.6.1 Obtencién de las cepas

Las cepas de Trichoderma utilizadas se muestran en el cuadro 1, las cepas
nativas Cocula y Santa Teresa fueron proporcionadas de la coleccion del
laboratorio de fitopatologia del Colegio Superior Agropecuario del Estado de
Guerrero, mientras que las cepas patégenas fueron las descritas en el capitulo
[l.

Cuadro 1. Cepas de Trichoderma spp utilizadas en los ensayos

CepalTrat. Simbologia®” Nombre comercial Nombre cientifico

T-22 T-22 PHC® T-22° Trichoderma harzianum
RootMate Root PHC® ROOTMATE® Trichoderma virens
fasiculatum Fas FITHAN® Trichoderma fasiculatum
reesei Ress BACTIVA® Trichoderma reesei
Santa Teresa St Trichoderma asperellum
Cocula Co Trichoderma asperellum

“Forma como se denominara de ahora en adelante en el texto a los tratamientos
4.6.2 Prueba de Metabolitos difusibles

Se llevo a cabo utilizando el método del celofan (Dennis & Webster, 1971), que
se describe a continuacion: papel celofan estéril cortado a la medida de la caja

Petri (8 cm de diametro) se coloco en condiciones asépticas sobre el medio Papa
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Dextrosa Agar (PDA); inmediatamente se inoculé cada caja en la parte central
sobre el papel celofan con discos de 1 cm de diametro con uno de los diferentes
aislados de Trichoderma spp. de 5 dias de edad, cultivados en PDA. Después de
la inoculacion, las cajas se incubaron a 25 °C, 12 horas luz/oscuridad por 72 h;
pasado este tiempo, el papel celofan con el crecimiento del hongo antagonista se
retiré cuidadosamente para evitar que se contaminara el medio de PDA con los
conidios de Trichoderma, inmediatamente se inoculé nuevamente en el centro de
la misma caja Petri, con un disco de 1 cm de los hongos patdgenos. El cultivo se
incubo a 25 °C, y el diametro de la colonia se midié cada 24 horas hasta que los

testigos cubrieron totalmente la caja Petri.
Variable en estudio

El porcentaje de inhibicién del crecimiento del micelio de los patdégenos, se
calculo con la férmula propuesta por Patil, Waghmo, Gaikwad, Gajbhiye, Gunjal,
Nawani and Kapadnis, (2014): % inhibiciéon= ([(D1-D2)/{D1]x100) en donde, D1
= Didmetro de la colonia del patdgeno creciendo sobre el PDA y D2 = Diametro
de la colonia de patdgeno creciendo sobre el PDA con los metabolitos que dejo

Trichoderma al desarrollarse sobre el papel celofan.
Disefio Experimental y Tratamientos

Se utilizé un disefio de bloques completos al azar (DBCA) con 6 tratamientos
(Cuadro 1) y cuatro repeticiones, lo cual dio origen a 24 unidades experimentales

las cuales fueron cajas Petri con un diametro de 8 cm y altura de 1 cm.
Andlisis estadistico

Se realizaron andlisis de varianza individuales para cada hongo, usando un
modelo lineal general correspondiente a un DBCA; analisis combinado a través
de los cuatro hongos patdégenos considerando un modelo correspondiente a un
disefio en parcelas divididas, donde las parcelas grandes fueron los hongos y las
parcelas chicas fueron las 6 cepas de Trichoderma. Se realizaron también
pruebas de comparaciones multiples de medias usando el método de la

diferencia significativa honesta de Tukey (x=0.05), asi como tres pruebas de
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contrastes que fueron: i) EI promedio de Santa Teresa + Cocula (cepas nativas)
versus las cepas comerciales; ii) Santa Teresa versus las cepas comerciales vy iii)
Cocula versus las cepas comerciales. Todos los analisis se realizaron usando el
software estadistico SAS v9.4 (2017).

4.6.3 Prueba de Micoparasitismo

Para comprobar el efecto micoparasitico de Trichoderma spp sobre los
patégenos se utilizd la técnica de cultivos duales (Dhingra & Sinclair, 1995;
Rahaman, Begum & Alam, 2009).

Se prepararon cajas Petri de 8 cm de diametro con PDA, en las cuales se puso
un disco de 1 cm con cada patégeno activo, colocandose a 2 cm de la periferia;
de igual forma se colocé un disco de PDA mas Trichoderma a 2 cm de la periferia
justo enfrente del disco con el patdgeno. Se incubaron a 25 °C. y se midi6 el

crecimiento radial en cm de ambas colonias cada 24 h.
Variable de estudio

Las lecturas de crecimiento radial fueron transformadas en porcentajes de
inhibicion usando la formula desarrollada por Skidmore & Dickinson (1976): P.1. =
((R1—R2)/R1) x 100 Donde, R2 = Crecimiento radial del patégeno en
confrontacion con Trichoderma, y R1 = Crecimiento radial del patégeno en el

tratamiento control.

Las cepas se caracterizaron de acuerdo a la clasificacion de antagonismo de Bell,
Wells & Markham (1982), donde 1 = Trichoderma crece completamente sobre el
patégeno y cubre por completo la superficie del medio, 2 = Trichoderma crece
sobre el patégeno y las dos terceras partes de la superficie del medio, 3 =
Trichoderma y el patégeno colonizan cada uno aproximadamente la mitad de la
superficie y ningun organismo parece dominar al otro, 4 = El patdgeno coloniza
las dos terceras partes de la superficie del medio y parece resistir a la invasion
de Trichoderma y 5 = El patégeno crece sobre Trichoderma y ocupa la superficie

total del medio.
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Disefio experimental, tratamientos y analisis estadistico

Se utilizé un disefio de bloques completos al azar con 6 tratamientos (Cuadro 1)
y cuatro repeticiones, lo cual dio origen a 24 unidades experimentales, las cuales
fueron cajas Petri con un diametro de 8 cm y altura de 1 cm. El andlisis estadistico
se realizé mediante las pruebas estadisticas mencionadas para la prueba de

metabolitos difusibles.

4.7 Resultados y Discusion

4.7.1 Metabolitos difusibles
Andlisis para cada patégeno
Fusarium.

Existi6 diferencia altamente significativa (P<0.0001) entre los tratamientos
aplicados a Fusarium, siendo Trichoderma virens quien logré inhibir su desarrollo
en un 83.1% seguido de la cepa nativa Santa Teresa con un 71.1% (Cuadro 2),
mientras que el tratamiento Trichoderma fasiculatum fue el que inhibié en menor
cantidad con un 57.4%, sin embargo son porcentajes mas altos que los
presentados por Michel, Otero, Rebolledo, Lezama y Ochoa (2005), donde las
quitinasas y glucanasas producidas por T. harzianum inhibieron un 38% en

promedio.

En los contrastes realizados no se observaron diferencias significativas lo que
indica que las cepas nativas con un promedio de inhibicion de 84.2% tienen igual
eficacia que las cepas comerciales (79.96%) para el control de Fusarium.

Macrophomina.

Existié diferencia altamente significativa (P<0.0001) en efecto de la antibiosis de
Trichoderma spp. contra Macrophomina, siendo T. harzianum y T. virens las
cepas que inhibieron su desarrollo en un 100% (Cuadro 2) seguido de Santa

Teresa y T. reesei con un 98.6%, T. fasiculatum con 97.6% y por ultimo Cocula
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con un 97.2%, esta inhibicién fue mas alta que la reportada por Flores (2017),
donde el mayor porcentaje que obtuvo fue de 47.3% de la cepa T. reesei, y
similares a los reportados por Aponte, Salazar, Alcano, Sanabria, Guzméan y
Gamez (2012), donde T. harzianum, T. crassum y T. longibrachiatum
disminuyeron en 97.08, 96.03 y 83.54%, respectivamente el crecimiento de M.
phaseolina. Se observo que existio diferencia altamente significativa en los tres
contrastes realizados, (P<0.0001) entre cepas nativas y comerciales, (P =
0.0152) entre Santa Teresa y cepas comerciales; y (P<0.0001) entre Cocula y

cepas comerciales (Cuadro 2).
Rhizoctonia.

No existieron diferencias significativas de los efectos antagénicos entre
Trichoderma spp. pero las cepas nativas Cocula y Santa Teresa fueron las que
tuvieron un mayor grado de inhibiciébn con un 75.7 y 71.1%, respectivamente
(Cuadro 2), similares al de las especies T. asperrellum (74.4%), T. harzianum
(67.8%) y T. gamsii con un 75.62% (Asad, Ali, Hammed, Khan, Ahmad, Bilal,
Shahzad, & Tabassum, 2014; Annes, Tronsmo, Edel, Hjeljord, Heraud &
Steinberg, 2010). Mientras que T. fasiculatum, T. harzianum, T. virens y T. reesei
con un 70.4, 69.7, 68.7 y 64.5%, respectivamente (Figura 4). En los contrastes
realizados se observé diferencia significativa (P = 0.0332) entre cepas nativas y
comerciales, indicando que las cepas nativas con 73.4% de inhibicion fueron
mejores que las cepas comerciales (68.32%), en el contraste Santa Teresa
contra cepas comerciales no hubo diferencia significativa, pero si en el contraste
entre Cocula y cepas comerciales (P = 0.0190), lo que indica que solo la cepa
Cocula con un 75.7% de inhibicién fue mejor que las cepas comerciales.

Sclerotium

Existidé diferencia significativa (P = 0.0144), notandose que los efectos de los
tratamientos Cocula, T. virens, Santa Teresa, T. harzianum y T. fasiculatum
fueron estadisticamente no diferentes entre si, variando de 95 a 98% de inhibicion
(Cuadro 2), pero diferentes con respecto a T. reesei el cual solo inhibi6 a

Sclerotium en un 54.6%. Los mayores porcentajes de inhibicion fueron similares
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a los reportados por Fuentes (2016) donde T. virens y T. asperellum inhibieron

en un 97.7 y 95.5% respectivamente.

En los contrastes no existieron diferencias significativas (P = 0.0831), lo que
indica que el efecto antagonico de las cepas comerciales y las nativas fueron

estadisticamente no diferentes.

Andlisis combinado a través de los Patdgenos y Antagonistas

Existio diferencia altamente significativa (P<0.0001), entre los hongos patégenos,
siendo Fusarium el hongo mas tolerante al efecto de los metabolitos difusibles de
Trichoderma spp., logrando un promedio de desarrollo in vitro de 33.5%, en un
analisis combinado Bojérquez (2017) encontré que Fusarium aislado de tomate
fue la cepa que resistié mas a la aplicacién de metabolitos secundarios de origen
vegetal; mientras que Macrophomina fue el patégeno que solo logré tener una
tolerancia de 1.3%; por otra parte, al analizar el efecto de los metabolitos de
Trichoderma spp. sobre los cuatro patdgenos, se observé que existieron
diferencias altamente significativas (P<0.0001), donde hubo una variabilidad de
inhibicion que fue de 70.8% de T. reesei, a 87.6% de T. virens; al realizar la
prueba de Tukey se observé que no hubo diferencias entre las cepas T. virens,
Santa Teresa, Cocula, T. harzianum y T. fasiculatum, pero si con T. reesei
(Cuadro 2).
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Figura 4. Micoparasitismo de Trichoderma spp. contra Rhizoctonia.

4.7.2 Micoparasitismo
Analisis para cada patégeno
Fusarium

No existieron diferencias significativas entre el parasitismo que ejercieron las
cepas de Trichoderma, la cepa fasiculatum logré inhibir en un 26%, siendo el
mejor control obtenido, y que esta por debajo del control ejercido por Trichoderma
sobre cepas de fusarium aisladas de tomate reportado por Vargas y Gilchrist
(2015); por otra parte, en los contrastes realizados de igual manera no existieron
diferencias, lo que indica que las cepas nativas y comerciales ejercieron el mismo
control antagonista sobre Fusarium; Sin embargo el antagonismo se clasificd
como 3 (Cuadro 2) en la escala de Bell et al. (1982) indicando que Trichoderma
y el patégeno colonizan cada uno aproximadamente la mitad de la superficie y
ningun organismo parece dominar al otro.

Macrophomina
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De igual manera no existieron diferencias en el antagonismo provocado por las
distintas cepas de Trichoderma, pero la cepa nativa Santa Teresa fue la que
ejercié un mejor control sobre Macrophomina logrando inhibir su desarrollo en un
48.4 %, resultado similar al reportado por Flores (2017), donde esta misma cepa
logro inhibir un 55.5% a Macrophomina; ademas Singh, Ranaware & Nimbkar
(2008) reportaron que T. harzianum de igual forma superé el antagonismo

realizado por esta misma especie sobre Macrophomina en un 16%.

Para el caso de los contrastes entre cepas nativas y comerciales de igual forma
no existieron diferencias estadisticas. Por otra parte, el antagonismo se clasificé
en la escala 1, donde Trichoderma coloniza todo el medio y parasita por completo

al patégeno (Figura 5).

Rhizoctonia

Figura 5. A) Tratamiento control de Macrophomina, y Derecha) el efecto
antagonico de Trichoderma spp. sobre Macrophomina

Estadisticamente no existieron diferencias entre tratamientos, pero la cepa PHC®
T-22® fue la que logré tener un mayor antagonismo con un 37% (Cuadro 2), dato
similar al obtenido por Sallam, Abo-Elyours & Hassam (2008) donde T. harzianum
logré inhibir a Rhizoctonia en un 42%; en el caso de los contrastes de igual forma
no existio diferencia entre cepas nativas y comerciales; pero las cepas lograron
parasitar por completo a Rhizoctonia caracterizando el antagonismo en la clase
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1, mientras que Fuentes (2016) reportd que T. asperellum la cepa que obtuvo
mayor porcentaje de inhibicién sobre Rhizoctonia la clasificé en la escala 2 de
antagonismo que aunque obtuvo mayor porcentaje de inhibicibn que T.
harzianum de este ensayo no logr6 parasitar por completo al patdgeno.

Sclerotium

Existieron diferencias altamente significativas (P<0.0001) (Cuadro 2) entre el
efecto antagonista causado por las cepas de Trichoderma, siendo la cepa nativa
Santa Teresa la que logro tener mayor porcentaje de inhibicion del desarrollo de
este patégeno, seguido de la cepa comercial PHC® T-22® y de la cepa nativa
Cocula con un 47.6, 46.4 y 46% respectivamente, datos similares a los de
Fuentes (2016) donde T. asperellum inhibi6 a Sclerotium en un 46 y 49%.
Astorga, Meneses, Zufiga, Brenes y Rivera (2014) reportan un porcentaje de
inhibicién de 40.21% de Trichoderma sobre Sclerotium, datos similares a los de
este ensayo. En el contraste cepas nativas contra comerciales también
existieron diferencias altamente significativas (P<0.0001), para el caso de la cepa
Santa Teresa y Cocula contra las cepas comerciales, por separado también
existieron diferencias altamente significativas (P = 0.0001 y P = 0.0015)
respectivamente lo que indica que las cepas nativas con 46.8% de inhibicion en
promedio son mejores que las comerciales (40.8%). El antagonismo se clasifico
en la escala 1 para las cepas PHC® RootMate® y PHC® T-22®, dato similar al
reportado por Astorga et al, (2014). El resto de las cepas se clasificaron en la

escala 3.
Andlisis combinado a través de los Patégenos y Antagonistas

De igual forma que en la prueba de metabolitos difusibles existieron diferencias
altamente significativas (P <0.0001), siendo Fusarium la cepa que toleré mas el
enfrentamiento contra los antagonistas, los cuales lograron inhibir la cepa
patdgena en un 17%, y resisti6 a no ser dominada o parasitada por ninguna de
las cepas de Trichoderma, mientras que Macrophomina fue la cepa sobre la cual
los antagonistas ejercieron un mayor efecto parasitico con un 42.9% (Cuadro 2).

49



La cepa nativa Santa Teresa fue la que ejercid mayor efecto parasitico sobre las
cepas patdgenas, seguida de Cocula y PHC® T-22® con un 37.9, 35.7 y 34.2

respectivamente y la cepa T. reesei fue la que ejercié un menor parasitismo.

4.8 Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos se llegaron a las siguientes

conclusiones:

» La especie Trichoderma virens produjo los metabolitos difusibles mas
eficaces para el control de Fusarium, Macrophomina, Rhizoctonia y
Sclerotium.

» Trichoderma asperellum fue el mejor micoparasito antagonista para el
control de Fusarium, Macrophomina, Rhizoctonia y Sclerotium.

» Las cepas nativas fueron mas eficaces para el control de Fusarium,
Macrophomina, Rhizoctonia y Sclerotium, que T. reesei.

» T. asperellum Santa Teresa fue mas eficaz que la cepa T. asperellum

Cocula.
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Cuadro 2. Efecto in vitro de los compuestos difusibles y micoparasitismo de Trichoderma sobre hongos patégenos

Patogenos Fusarium Macrophomina Rhizoctonia Esclerotium
Antagonistas PIMD? PIP CA PIMD PIP CA PIMD PIP CA PIMD PIP CA
T. virens 83.1A 11.95A 3 100 A 37.5A 1 68.7A 323A 2 986 A 409BC 2
T. harzianum 59.2C 152 A 3 100 A 384A 1 69.7A 370A 2 96.5A 464A 2
T. fasiculatum 57.4C 261 A 3 976 C 36.7A 1 704A 318A 2 955A 389C 3
T. reesei 65.5BC 136 A 3 98.6 B 458A 1 645A 308A 2 546B 37.3C 3
T. asperellum St 71.1B 190 A 3 98.6 B 484 A 1 71.1A 365A 2 986 A 476A 3
Tasperellum Co 62.7BC 152 A 3 97.2C 450A 1 75.7A 36.0A 2 986 A 46.0AB 3
Prob. <0.0001 0.1297 <0.0001 0.4787 0.2597 0.2477 0.0144 0.0001
C.V. 6.2 54.5 0.29 38.03 7.2 10.9 16.9 5.53
Prob. Natvas vs 7594 97267 <0.0001 0.3204 0.0332 0.062 0.0831 <0.0001
comerciales
Prob. Stvs 00517  0.5688 0.0152  0.3415 0.3314 0.1132 0171  0.0001
comerciales
Prob. C.O VS 0.1379 0.9871 <0.0001 0.5512 0.019 0.1699 0.171 0.0015
comerciales

* PIMD PIP ¥ PIMD PIP 0 PIMD PIP
T. virens 87.6 A 33.3A Fusarium 66.5C 17.0B Prob. Nativas vs comerciales 0.022 0.038
T. harzianum 81.3A 34.2A Sclerotium 90.4B 42.0A Prob. St vs comerciales 0.039 0.044
T. fasiculatum 80.1 A 336A Rhizoctonia 70.0C 34.0A Prob. Co vs comerciales 0.129 0.214
T. reesei 70.8B 32.1A Macrophomina 98.7 A 429A
T.asperellumSt 84.9A 379A
T.asperellumCo 83.6 A 357A

aMedias dentro de columnas con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey, a=0.05).

*Anélisis combinado por antagonistas, ¥Analisis combinado por patdégeno, “Contrastes en analisis combinado, para antagonistas nativos

VS comerciales.

PIMD: Porcentaje de inhibicién de los metabolitos difusibles, PIP: Porcentaje de Inhibicién del Parasitismo y CA: Clasificacién Antagénica.
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5 CAPITULO V. CONTROL QUIMICO in vitro DE HONGOS
PATOGENOS CAUSANTES DE LA PUDRICION DE RAIZ DEL
TOMATE ROJO.

5.1 Resumen

Para poder realizar un manejo integral de plagas, es necesario tomar en cuenta
el control quimico, ya que es efectivo para prevenir enfermedades que causan
graves dafos y pérdidas a los cultivos, en el caso del tomate rojo, cuando el
ambiente es propicio para la aparicion de enfermedades causadas por patdgenos
edéaficos, se pueden generar pérdidas de hasta el 80%. Para resolver esta
problematica se realiz6 este estudio con los objetivos de: evaluar el efecto
fungicida y fungistatico in vitro de diferentes productos quimicos sobre Fusarium,
Sclerotium, Rhizoctonia y Macrophomina. Se utilizé la metodologia del medio de
cultivo envenenado de Dhingra & Sinclair (1985); Se evaluaron 8 productos
qguimicos, se realiz6 un analisis estadistico individual para cada patdgeno y un
combinado a través de todos los patdgenos; El patdgeno Sclerotium toleré mas
los efectos inhibidores de los fungicidas; por otra parte los productos Sportak 45
CE, Switch® 62.5 WG y Rovral ® 50 PH , ejercieron un efecto fungicida al inhibir
el desarrollo de los patégenos en un 100%, mientras que Headline®, Pentaclor
600 F , Cercobin-m, Previcur® Energy y Ridomil® Gold 480 SL ejercieron un
efecto fungistatico al inhibir 99.8, 95, 74, 67.4 y 61.7%, respectivamente a las
cepas patégenas.

Palabras clave: Modos de accidn, inhibiciébn, mecanismo de accién, productos
quimicos y Patégenos

Tesis de Maestria en Ciencias en Proteccion Vegetal, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Pedro Jesus Plancarte Galan

Director de Tesis: Mateo Vargas Hernandez
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5.2 Abstract

In order to be able to carry out an integral pest management, it is necessary to
take into account the chemical control, since it is effective to prevent diseases that
cause serious damages and losses to the crops; in tomato, when the environment
is conducive to the appearance of diseases caused by edaphic pathogens, can
generate losses of up to 80%, due to this problem the realization of this study with
the objectives of: evaluating the fungicidal and fungistatic effect in vitro of different
chemicals against Fusarium, Sclerotium, Rhizoctonia and Macrophomina. It was
done through the Dhingra & Sinclair (1985) poisoned culture medium
methodology; Eight chemical products were evaluated, the statistical analysis was
performed individually for each pathogen and combined across all pathogens;
The pathogen Sclerotium tolerated the inhibitory effects of fungicides; on the other
hand, the Sportak 45 CE, Switch® 62.5 WG and Rovral ® 50 PH products exerted
a fungicidal effect by inhibiting the development of pathogens by 100%, whereas
Headline®, Pentaclor 600 F , Cercobin-m, Previcur® Energy and Ridomil® Gold
480 SL exerted a fungistatic effect by inhibiting 99.8, 95, 74, 67.4 and 61.7%,
respectively, to the pathogenic strains.

Keywords: Modes of action, inhibition, mechanism of action, chemicals and
pathogens

Master's Science thesis in Plant Protection, Universidad Auténoma Chapingo
Author: Pedro Jesus Plancarte Galan

Thesis Director: Mateo Vargas Hernandez
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5.3 Introduccién

Se entiende por plaguicida a cualquier substancia 0 mezcla de substancias que
se destina a controlar cualquier plaga, incluidos los vectores que transmiten las
enfermedades humanas y de animales, las especies no deseadas que causen
perjuicio o que interfieran con la produccién agropecuaria y forestal (Cofepris,
2017).

Se conoce que el uso de los fungicidas quimicos se inicidé con la aplicacion del
cobre como fungicida en el afio 1807, en donde Provest utilizé sulfato de cobre
(CuS04) para el tratamiento de semillas de trigo contra el carbén parcial (De la l.
de Bauer, 1984). A principios del siglo XX se empleaba el ioduro potasico; entre
la década de los 40 y principios de los 50 surgieron los tratamientos topicos con
accion fundamentalmente exfoliante y queratolitica y un débil poder antifngico.
En 1960 se desarrollaron los fungicidas: tolnaftato, haloprogina, griseofulvina,
imidazoles, inhibidores de la sintesis de pirimidinas, polienos y triazoles (Piel
latinoamericana, 2011); Posteriormente hasta el dia de hoy se han generado una
gran gama de fungicidas de diferentes familias quimicas.

Las enfermedades de las plantas son manejadas mejor al integrar una serie de
practicas de control como lo son: la rotacién de cultivos, seleccion de cultivares
tolerantes o resistentes, época de siembra, nivel de fertilizacién, modificacion del
micro-clima, sanidad y aplicacion de fungicidas. Estos ultimos son un
componente vital para el manejo de una enfermedad ya que controlan
satisfactoriamente las enfermedades, las practicas culturales a menudo no
proporcionan un control adecuado, los cultivares resistentes no estan disponibles
en todos lados y algunos cultivos de un gran valor, presentan una muy baja
tolerancia a la presencia de enfermedades. La mayoria de los fungicidas, para
gue sean efectivos, requieren ser aplicados preventivamente o a la primera sefial

de sintomas (Santamaria y Ureta, 2014).
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5.4 Objetivos

Para poder realizar un manejo de los hongos causantes de la pudricion de raiz
del tomate rojo en campo, es necesario realizar ensayos previos in vitro, por ello

la realizacion de este estudio, con los objetivos de:

» Evaluar el efecto Fungicida in vitro de diferentes productos quimicos sobre
Fusarium, Sclerotium, Rhizoctonia y Macrophomina.
» Evaluar el efecto Fungistatico in vitro de diferentes productos quimicos

sobre Fusarium, Sclerotium, Rhizoctonia y Macrophomina.

5.5 Hipotesis

» Los productos quimicos propuestos ejercen un efecto fungicida contra los
hongos patdgenos.
» Los productos quimicos utilizados ejercen un efecto fungistatico contra los

hongos patdgenos.

5.6 Materiales y Métodos

5.6.1 Tratamientos en estudio

Se probo el efecto de 8 fungicidas quimicos (Cuadro 3) mas un control, contra los

cuatro patdégenos.

Cuadro 3. Tratamientos y dosis utilizadas en el ensayo in vitro.

No Producto Dosis ha'* Dosis en 20 mL Simbologia
1 Pentaclor 600 F (quintozeno) 13 L** 0.26 mL PE
2 Cercobin-m. (tiofanato metilico) 0.875 kg 0.0175¢g CE
3 Ridomil® Gold 480 SL (Metalaxil-M) 04L 0.008 mL RI
4 Previcur® Energy (fosetil 31% +

propamocarb 53%) 2L 0.04 mL PR
5 Rovral ® 50 PH (iprodiona) 3 kg 0.06 g RO
6 Headline® (piraclostrobin) 1L 0.02 mL HL
7 Switch® 62.5 WG (250 fludioxonil + 375

ciprodinil) 0.9 kg 0.018 g SW
8 Sportak 45 CE (procloraz) 1.25L 0.025 mL SP

*Dosis media, recomendada por el fabricante

**Se calculé la dosis considerando un gasto de 1,000 L de agua ha!
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5.6.2 Disefo y Unidad experimental

Se realiz6 bajo un disefio de bloques completos al azar (DBCA), 8 tratamientos,

4 hongos Yy 4 repeticiones formaron 128 unidades experimentales.

5.6.3 Técnica del medio del cultivo envenenado

Se midieron los fungicidas, tomando en cuenta las dosis recomendadas por el
fabricante (Cuadro 3). Se abri6 la caja Petri, junto a la flama del mechero; se
deposité en el interior la dosis del fungicida y enseguida, 20 mL de PDA; se agito
suavemente la caja hasta que el fungicida se disolvié completamente en el medio;
se dej6 enfriar y solidificar a temperatura ambiente; posteriormente se coloco un
disco de PDA con el in6culo del hongo en el centro de la caja (Dhingra & Sinclair,
1985).

5.6.4 Variables en estudio

El porcentaje de inhibicién del crecimiento del micelio de los patégenos, se
calculd con la formula propuesta por Patil et al. (2014): % inhibicion =
[(D1—D2)/D1] x 100 en donde, D1 = Diametro de la colonia del patdogeno
creciendo sobre el PDA y D2 = Diametro de la colonia de patdgeno creciendo
sobre el PDA envenenado.

5.6.5 Analisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza individuales para cada hongo, usando un
modelo lineal general correspondiente a un DBCA; andlisis combinado a través
de los cuatro hongos patégenos considerando un modelo correspondiente a un
disefio en parcelas divididas, donde las parcelas grandes fueron los hongos y las
parcelas chicas fueron los 8 fungicidas. Se realizaron también pruebas de

comparaciones multiples de medias usando el método de la diferencia
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significativa honesta de Tukey (x=0.05). Todos los andlisis se realizaron usando
el software estadistico SAS v9.4 (2017).

5.7 Resultados y Discusion

5.7.1 Analisis para cada patogeno
Fusarium

Existio diferencia altamente significativa (P<0.0001) en el efecto inhibidor
causado por los fungicidas a Fusarium; los productos Switch® 62.5 WG , Rovral
® 50 PH , Previcur® Energy y Sportak 45 CE, ejercieron un 100% de inhibicion,
siendo los ingredientes activos de éstos ultimos los cuales fueron reportados por
Herrera, Bacab, Cristébal, Tun y Ruiz (2011) que inhibieron al 100% a Fusarium
solani; Los tratamientos Headline®, Cercobin-m, Pentaclor 600 F y Ridomil®
gold 480 SL, con un 99.3, 95, 80 y 56% respectivamente (Cuadro 4); Yossen y
Conles (2014) al evaluar 0.80 partes por millon (ppm) de Tiofanato metilico sobre
Fusarium oxysporum encontré un 95% de inhibicién, porcentaje igual al de este

ensayo.
Macrophomina

Existidé diferencia altamente significativa (P<0.0001) (Cuadro 4) entre el efecto
inhibidor provocado por los distintos fungicidas, siendo Sportak 45 CE, Switch®
62.5 WG, Headline®, Cercobin-m, Pentaclor 600 F , Previcur® Energy y Rovral
® 50 PH los que inhibieron el desarrollo de Macrophomina en un 100% vy
Ridomil® gold 480 SL en un 80%. En un ensayo similar Flores (2017) reporté que
los productos Sportak 45 CE, Headline®, Pentaclor 600 F, Switch® 62.5 WG,
Rovral ® 50 PH y Cercobin-m al igual que en este experimento inhibieron a

Macrophomina en un 100%.
Rhizoctonia

De igual forma existi6 diferencia altamente significativa (P<0.0001) entre
tratamientos, siendo Sportak 45 CE, Pentaclor 600 F , Headline®, Rovral ® 50
PH y Switch® 62.5 WG quienes inhibieron en un 100% (Cuadro 4) el desarrollo
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del hongo patdgeno, seguido de Cercobin-m con un 94%, los peores tratamientos
fueron Ridomil® gold 480 SL y Previcur® Energy, los cuales inhibieron en un 57.8
y 57.1% respectivamente; Mendoza (1990), sefala que el ingrediente activo
guintozeno se ha utilizado como un fungicida comercial contra patégenos de
plantas transmitidos a través del suelo como R. solani. Generalmente se acepta
gue la fungitoxicidad de este compuesto es debida a la peroxidacion de lipidos

en las membranas, lo que comprueba en este estudio su buen control.

Figura 6. A) Sportak 45 CE, B) Cercobin-m, C) Ridomil® gold 480 SL, D)
Switch® 62.5 WG, E) Rovral ® 50 PH, F) Previcur® Energy, G) Headline®,
H) Pentaclor 600 F e I) Control.
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Sclerotium

Existi6 diferencia altamente significativa (P<0.0001) entre los fungicidas
aplicados para Sclerotium, siendo Sportak 45 CE, Pentaclor 600 F , Headline®,
Rovral ® 50 PH y Switch® 62.5 WG los tratamientos que inhibieron al hongo
patdogeno en un 100%, seguido de Ridomil® gold 480 SL, Previcur® Energy y
Cercobin-m con 52.9, 12.9y 7.1% respectivamente; Alcala, Vargas y Pire, (2005)
al evaluar el efecto de iprodiona sobre Sclerotium rolfsii logré tener un 79% de

inhibicion, porcentaje por debajo al de este estudio.

5.7.2 Anélisis combinado

Existieron diferencias altamente significativas (P<0.0001) en el analisis
combinado entre tratamiento y hongos, siendo Sclerotium rolfsii el patégeno que
toler6 en mayor porcentaje el efecto inhibidor de los diferentes fungicidas
quimicos en un 29%, seguido de Rhizoctonia, Fusarium y Macrophomina con un

11.4, 8.7 y 2.5% respectivamente.

Existié diferencia altamente significativa (P<0.0001) entre tratamientos (Cuadro
4), siendo Sportak 45 CE, Switch® 62.5 WG y Rovral ® 50 PH los productos
que inhibieron en su totalidad a los cuatro patégenos, seguidos de Headline®,
Pentaclor 600 F y Cercobin-m con 99.8, 95 y 74% respectivamente, al final, los
fungicidas Previcur® Energy y Ridomil® gold 480 SL que a pesar que estan
recomendados para Oomycetes, lograron inhibir a los patégenos en un 67 y 61%
respectivamente, esto debido que el Metalaxil-m del Ridomil® gold 480 SL,
perteneciente al grupo de las phenil amides afectan la sintesis de los &cidos
nucleicos especificamente la inhibicion de RNA polimerasa I, posiblemente en
estos hongos afecte la sintesis del DNA polimerasa | y el Propamocarb del
Previcur® Energy inhibe la sintesis de las membranas y lipidos, afectando el
desarrollo de los hongos patégenos, mientras que el fosetil-al se desconoce su
modo de accion (FRAC, 2017).
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Cuadro 4. Efecto in vitro de fungicidas quimicos sobre hongos patdgenos.

Patégenos Fusarium  Macrophomina Rhizoctonia  Esclerotium
Tratamientos PI" Pl Pl Pl
Pentaclor 600 F 80.0C® 100 A 100 A 98.6 A
Cercobin-m 95.0B 100 A 93.98B 7.13C
Ridomil® gold 480 SL ® 56.4D 80.0B 57.8C 52.98B
Previcur® Energy ® 100 A 100 A 57.1C 12.9C
Rovral ® 50 PH 100 A 100 A 100 A 100 A
Headline® 99.3A 100 A 100 A 100 A
Switch® 62.5 WG 100 A 100 A 100 A 100 A
Sportak 45 CE 100 A 100 A 100 A 100 A
Prob <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
C.V. 1.5 0.4 1.02 4.8
Pl¥ Pl
Pentaclor 600 F 95.0B Fusarium 91.3B
Cercobin-m 74.0C Macrophomina 97.5 A
Ridomil® gold 480 SL 61.7E Rhizoctonia 88.6C
Previcur® Energy 67.5D Sclerotium 71.6 D
Rovral ® 50 PH 100 A
Headline® 99.8 A
Switch® 62.5 WG 100 A
Sportak 45 CE 100 A
Prob <0.0001 <0.0001
C.V. 2.2 2.2

®Medias dentro de columnas con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey,

0=0.05).

*Porcentaje de inhibicion

¥Porcentaje de inhibicién en el analisis combinado

5.8 Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos se llegd a las siguientes conclusiones:

» Los fungicidas quimicos Sportak 45 CE, Switch® 62.5 WG y Rovral ® 50

PH , ejercen un efecto Fungicida sobre los cuatro hongos patégenos.
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» Los fungicidas Headline® y Pentaclor 600 F ejercen un efecto fungistatico
sobre los hongos patdgenos, pero ejercen una inhibicion por arriba del

90%.
» Cercobin-m, Previcur® Energy y Ridomil® gold 480 SL ejercen un efecto

fungistatico sobre las cepas patdégenas, pero tiene porcentajes de

inhibicion por debajo del 75%.
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6 CAPITULO VI. CONTROL INTEGRADO DE PATOGENOS
CAUSANTES DE LA PUDRICION DE RAIZ DEL TOMATE
ROJO EN INVERNADERO Y CAMPO

6.1 Resumen

Ya que la investigacion realizada in vitro no es de total confianza para poder
realizar una recomendacion, es necesario complementarla con ensayos in vivo,
por ello la realizacién de este estudio, con los objetivos de: Comparar la tolerancia
del hibrido DRD-8551 y la variedad Rio Grande a la pudriciéon de raiz causada
por Fusarium, Sclerotium, Rhizoctonia y Macrophomina; y Comparar la eficiencia
de manejos quimicos, biolégicos y quimicos-biolégicos sobre la incidencia y
severidad de la pudricion de raiz del tomate, en condiciones de invernadero y
campo; En el ensayo en invernadero se utilizaron plantulas de los genotipos Rio
Grande y DRD-8551 de un mes de edad, 8 tratamientos con tres repeticiones, se
inocularon con los patdégenos, se realizaron 3 evaluaciones de incidencia y una
de severidad en raiz; en el caso de campo se utilizaron 7 tratamientos y se
hicieron 2 evaluaciones de incidencia; En los resultados del ensayo en
invernadero se observé que el tratamiento 6 quimico, fue el mejor, al generar
menor incidencia (3.3%), y menor dafio causado en las raices (29.2% de
severidad), seguido de los tratamientos biolégicos y al final los quimicos-
bioldgicos, el genotipo DRD-8551 toleré mas la infeccion por los patégenos en la
incidencia y la severidad (17.5 y 35.7%), que el Rio Grande (33.8 y 45.2%),
respectivamente, resultados similares a los obtenidos en campo, donde
nuevamente el tratamiento 6, quimico y el genotipo DRD-8551 fueron mejores.

Palabras clave: Genotipos, DRD-8551, Rio Grande, Manejo quimico y Manejo

bioldgico.

Tesis de Maestria en Ciencias en Proteccion Vegetal, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Pedro Jesus Plancarte Galan

Director de Tesis: Mateo Vargas Hernandez
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6.2 Abstract

Because the research done in vitro, it is not enough for doing a recommendation,
it is necessary to complement it with in vivo tests, for that reason the realization
of this study, with the objectives of: Comparing the tolerance of the hybrid DRD -
8551 and the variety Rio Grande to root rot by Fusarium, Sclerotium, Rhizoctonia
and Macrophomina; and Compare the efficiency of chemical, biological and
chemical-biological management on the incidence and severity of tomato root rot,
under greenhouse and field conditions; The greenhouse trial used seedlings of
the Rio Grande and DRD-8551 genotypes at one month of age, 8 treatments with
three replications, inoculated with the pathogens, 3 incidence evaluations and one
of root severity were performed; In the case of field, 7 treatments were used and
2 incidence evaluations were done; In the results of the greenhouse trial, it was
observed that the chemical treatment was the best, generating a lower incidence
(3.3%), and less damage to the roots (29.2% severity), followed by the biological
treatments and in the chemical-biological, the genotype DRD-8551 tolerated more
infection by pathogens in the incidence and severity (17.5 and 35.7%), than the
Rio Grande (33.8 and 45.2%), respectively, results similar to those obtained in
the field, where again treatment 6, chemical and genotype DRD-8551 were better.

Keywords: Genotypes, DRD-8551, Rio Grande, Chemical and Biological.

Master's Science thesis in plant protection, Universidad Autbnoma Chapingo
Author: Pedro Jesus Plancarte Galan

Thesis Director: Mateo Vargas Hernandez
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6.3 Introduccién

El Manejo Integral de Plagas es un enfoque sostenible al combinar herramientas
bioldgicas, culturales, fisicas y quimicas de una manera que minimiza los riesgos

econoémicos, de salud y ambientales (Food Quality Protection Act [FQPA], 1998).

Se define al control integrado como: La utilizacion de todas las técnicas
adecuadas para reducir y mantener las poblaciones de plagas a niveles inferiores
a los que causan dafio econémico en la agricultura y silvicultura, o reunir dos o
mas métodos de control en un sistema armonizado disefiado para mantener las
plagas en niveles inferiores a los que causan dafio, un sistema que debe

descansar sobre principios y enfoques ecologicos firmes (Bottrell, 1979).

Para que lo anterior se cumpla es necesario que los métodos de control sean
efectivos contra las plagas, que sean compatibles con otros métodos de control,
por ejemplo, el control bioldgico es compatible una amplia diversidad de plantas,
pero, en muchos casos no es compatible con los agroquimicos; el impacto
ambiental debe ser nulo o bajo, sus efectos deben ser duraderos en el medio y
que contribuyan a modificarlo, para que sea favorable a las plantas y menos
apropiado para las plagas; en la economia, desde el punto de vista
costos/beneficios, que tenga aceptaciéon por los productores y, en general, por la
sociedad (SAGARPA, 2016).

Las enfermedades causadas por patdgenos del suelo, constituyen un problema
relevante y dafiino en la industria horticola a escala mundial. Muchos de estos
organismos persisten en el suelo por varias temporadas de cultivo, ya que son
capaces de producir estructuras reproductivas o de supervivencia que esperan
las condiciones ideales para volver a infectar las plantas. Estos patdgenos actian
principalmente atacando la raiz e ingresan al sistema vascular, por lo que se llega
a producir clorosis, marchitez y pobre desarrollo radicular, entre otros sintomas.
Para diferenciar el tipo de patdogeno causante de la enfermedad es necesario
realizar un buen diagnoéstico; Entre las principales se encuentran Fusarium,
Verticillium, Sclerotium y Rhizoctonia (Seminis, 2017). Para el control de estos

patdgenos es necesario realizarlo de forma preventiva, ya que cuando aparecen
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los sintomas, la enfermedad ya causo dafios irreversibles, la muerte de las platas

y un decremento en el rendimiento.

6.4 Objetivos

Para poder complementar los resultados obtenidos en los ensayos in vitro fue

necesario la realizacién de estos estudios, con los siguientes objetivos:

» Comparar la tolerancia del hibrido DRD-8551 y la variedad Rio Grande a
la pudricién de raiz causada por Fusarium, Sclerotium, Rhizoctonia y
Macrophomina.

» Comparar la eficiencia de manejos quimicos, biolégicos y quimicos-
biolégicos sobre la incidencia y severidad de la pudricion de raiz del
tomate, en condiciones de invernadero.

» Comparar la eficiencia de manejos quimicos, biolégicos y quimicos-
bioldgicos sobre la incidencia de la pudriciéon de raiz del tomate, en

condiciones de campo.

6.5 Hipotesis

» El hibrido DRD-8551 tolera mas la pudricién de raiz que la variedad Rio
Grande.

» El manejo combinado es maés eficaz para el control de Fusarium,
Sclerotium, Rhizoctonia y Macrophomina en condiciones de invernadero.

» El manejo combinado es mas eficaz para el control de Fusarium,

Sclerotium, Rhizoctonia y Macrophomina en condiciones de campo.

69



6.6 Materiales y Métodos

6.6.1 Ensayo en invernadero

Ubicacién

El ensayo se realiz6 en el invernadero del departamento de Parasitologia

Agricola de la Universidad Autdbnoma Chapingo, en las coordenadas 19°49°34”
Ny -98°88'54"" O.

Desinfestacion del suelo, trasplante e inoculacion

Se utilizé el producto Buckman Busan® 30 WB a dosis recomendada por el
fabricante, se aplico directamente al suelo y se dej6 reposar durante 10 dias para
que hiciera efecto; Posteriormente se llenaron vasos de poliestireno con
capacidad de un litro, se trasplanté y se inoculé seis gramos de inoculo (21x106,
18x106, 24.6x10°y 19.2x10% UFC) de M. pseudophaseolina, R. solani, Fusarium
y S. rolfsii respectivamente, el primero de julio del 2017.

Factores evaluados

Los factores evaluados fueron los genotipos: hibrido DRD-8551 y de la variedad
Rio Grande; El segundo factor fueron los tipos de control, quimicos, biolégicos y
quimicos-bioldgicos, distribuidos en 6 tratamientos.

Tratamientos
Los tratamientos utilizados en este estudio se presentan en el cuadro 5.

Cuadro 5. Tratamientos y dosis utilizadas en el ensayo.

N° Productos/Tratamientos LA* Dosis hat

1  Control patégenos - -

2  PHC RootMate®, Pentaclor 600 Trichoderma virens, quintozeno, 226.8g, 13L, 875g, 3kgy
F, Cercobin-m, Rovral® 50 PH y tiofanato metilico, iprodionay 0.4L **
Ridomil® gold 480 SL metalaxil-m
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8

PHC® T-22°®, Pentaclor 600 F, T. harzianum, quintozeno, tiofanato
Cercobin-m, Rovral ® 50 PH y metilico, iprodiona y fosetil-
Previcur® Energy al+propamocarb

PHC® T-22°®, PHC RootMate® y T. harzianum, T. virens y T. asperellum
Cocula

PHC® T-22®, PHC RootMate® y T. harzianum, T. virens y T. asperellum
Santa Teresa

Headline?®, Cercobin-m, piraclostrobin, tiofanato metilico,
SWITCH® 62.5 WG, Pentaclor fludioxonil+ciprodinil, quintozeno y
600 F y Ridomil® gold 480 SL metalaxil-m

Rovral® 50 PH, Cercobin-m, iprodiona, metil tiofanato, procloraz,
Sportak 45 CE, Pentaclor 600 Fy quintozeno y fosetil-al+propamocarb
Previcur® Energy

Control absoluto -

226.8g, 13L, 875g, 3kg y
2L

226.8g, 226.8g y 8x10°

226.8g, 226.8g y 8x10°

1L, 875g, 900g, 13Ly
0.4L

3kg, 875g, 1.25L, 13Ly
2L

*Ingrediente Activo, **Se calcul6 la dosis considerando un gasto de 1,000 L de agua hat

Disefio Experimental y Unidad Experimental

Se realiz6 bajo un disefio de parcelas divididas, con tres repeticiones, en las

parcelas grandes se distribuyeron los genotipos, GR es el genotipo DRD-8551 y

GS el genotipo Rio Grande, en las parcelas chicas se ubicaron los 8 tratamientos,

la unidad experimental se formé por 5 plantas (Figura 7).

© O +S0 -3 0+

GR GS GR GS GR

R1 R2
C] Unidad experimental

GS

R3

Figura 7. Diagrama de la distribucion del experimento en invernadero.

Variables de respuesta evaluadas
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Porcentaje de incidencia

Se observaron sintomas como clorosis de hojas, disminucién del tamafio de la
planta y marchitez de las plantas para el célculo de la incidencia; se realizaron 3
evaluaciones, a los 12, 19 y 27 dias después del trasplante, calculando el
porcentaje con la formula de Van der Plank (1965): I = (PE/PT) X (100) donde
| = indice de incidencia, PE = NUmero de plantas afectadas y PT = Numero total

de plantas.

Severidad

Se extrajeron las plantas inoculadas a los 27 dias después del trasplante, una
vez que las plantas testigo presentaron marchitez severa, para la evaluacion de
la severidad del patbgeno se observaron las raices, tomando en consideracion la
escala hedodnica o arbitraria (Cuadro 6) propuesta por Schoonhoven y Pastor
(1987).

Cuadro 6. Escala arbitraria utilizada para el célculo de la severidad.

Escala Apariencia del dafio

0 Sin sintomas (raices sanas)

1 Decoloracion ligera, sin lesiones necréticas o con 10% de los tejidos
de la raiz cubiertos con lesiones.

2 Aproximadamente 25% de los tejidos de la raiz estan cubiertos con
lesiones, con decoloracion fuerte, aunque los tejidos estan firmes.

3 Aproximadamente 50% de los tejidos de la raiz estan cubiertos con
lesiones que se combinan con ablandamiento, pudricion y reduccion
considerable del sistema radical.

4 Aproximadamente 75% o mas de los tejidos de la raiz estan afectados
por estados avanzados de pudricibn, en combinacion de una
reduccion severa del sistema radical (Figura 8).

Para el calculo de porcentaje de severidad se utilizé la férmula de Vander Plank
(1963): S=(Qi/N(VM)) x 100 donde S = Porcentaje de severidad, i =
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Sumatoria de valores observados, N = Namero de plantas muestreadas y VM =

Valor maximo de la escala.

Figura 8. Sintomas en raices, de acuerdo a la escala de severidad.

Analisis estadistico

A los datos obtenidos de la incidencia se les realizé un analisis de varianza
individual y combinado para genotipos, muestreos y tratamientos; Para el caso
de la severidad se le realizé un andlisis combinado entre genotipos y
tratamientos. Se realizaron también pruebas de comparaciones mdultiples de
medias usando el método de la diferencia significativa honesta de Tukey
(x=0.05), los andlisis se realizaron usando el software estadistico SAS v9.4
(2017).

6.6.2 Ensayo en campo
Ubicacion
El ensayo se realizé en los Campos Experimentales del Colegio Superior

Agropecuario de Estado de Guerrero, ubicado en las coordenadas 18°26°30.32""
Ny -99°65°00.27"" O, en el estado de Guerrero, México.

Tratamientos

Fueron los mismos tratamientos que en el ensayo de invernadero, con la

excepcion de que no se tuvo el control absoluto (Cuadro 5).
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Factores evaluados

Se evaluaron los mismos factores que en el ensayo de invernadero.

Disefio y unidad experimental

Se utilizé un disefio experimental de parcelas divididas, con parcelas grandes
arregladas como bloques completos al azar y parcelas chicas arregladas
completamente al azar. Las parcelas grandes correspondieron a los genotipos y
las parcelas chicas a los tipos de control o tratamientos; se utilizaron tres
repeticiones. La unidad experimental estuvo constituida por 3 surcos a una
distancia entre surcos de 1.6 m, cada surco consté de 6 plantas, las plantas
espaciadas a 0.5 m, de tal modo que la unidad experimental fueron18 plantas, la
parcela util fueron los tres surcos, se elimind una planta de cada surco para

eliminar el efecto de bordo.

Desarrollo del experimento

Preparacion del terreno. Se realizd una limpia previa, se barbechd, rastred y
surcé a una distancia de 1.5 m. Transplante. Se llevo a cabo el 26 de febrero del
2016, se aplic6 COUNTER 5% (Terbufos) de manera preventiva contra posibles
ataques de plagas del suelo y nematodos. Fertilizacion edéfica. La dosis que
se utilizé fue 80-70-60 y las fuentes de fertilizantes fueron las siguientes: (i)
Nitrogeno: sulfato de amonio (20.5% de N) y Urea (46%); (ii) Fosforo: fosfato
diaménico (46 % de P205, 18% de N); y (iii) Potasio: sulfato de potasio (50% de
K20). Se realizaron dos aplicaciones; en la primera, se aplico todo el foésforo y la
mitad del nitrdgeno, a los 12 dias después del trasplante (ddt); en la segunda, se
aplicé el resto del nitrégeno y el potasio a los 25 ddt, se cubrié con suelo para
optimizar su aprovechamiento. Aplicacion de los tratamientos. Se utilizaron los

productos y tratamientos descritos en el cuadro 5. Estos productos se aplicaron
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utilizando una mochila aspersora de 15 L, y con una calibracién previa, se
aplicaron 100 mL de la preparacion de los tratamientos en drench al pie de cada

una de las plantas al momento del trasplante.

Variable de respuesta evaluada

Se observd marchitez severa de las plantas para el calculo de la incidencia; se
realizaron 2 evaluaciones, a los 27 y 41 dias después del trasplante, calculando
el porcentaje con la formula de Van der Plank (1965): I = (PE/PT) X (100)
donde | = Indice de incidencia, PE = Nimero de plantas afectadas y PT = Nimero

total de plantas.

Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza combinado para genotipos y tratamientos. Se
realizaron también pruebas de comparaciones multiples de medias usando el
método de la diferencia significativa honesta de Tukey (x=0.05), los analisis se

realizaron usando el software estadistico SAS v9.4 (2017).

6.7 Resultados y Discusion

6.7.1 Ensayo en invernadero

Incidencia

Andlisis individual

Para el caso del genotipo Rio Grande en el primer muestreo se puede notar
diferencia significativa (P = 0.0216), observandose un porcentaje de incidencia
del 13.3% en el tratamiento 1 o control patégenos, mientras que en los
tratamientos quimicos y biolégicos no se observo incidencia; En el segundo
muestreo existio diferencia altamente significativa (P < 0.0001), nuevamente el

tratamiento 1 tuvo mayor porcentaje de incidencia (73.3%), seguido de los

tratamientos 2 y 3 con un porcentaje de 40 y 33%, respectivamente, mientras que
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el tratamiento 6 logro provocar que no existiera incidencia; En el tercer muestreo
existio diferencia altamente significativa (P < 0.0001), el tratamiento control
patégenos tuvo el 100% de incidencia, seguido de los tratamientos 2 y 3, con un
80y 73%, respectivamente y los tratamiento 6 y 7 fueron los mejores al solo tener
un 13.3 y 20% de incidencia (Figura 9).

El genotipo DRD-8551 en la primera fecha de muestreo no mostro diferencias
estadisticas, no se presento incidencia ni en el control patégenos, esto puede
deberse a que el genotipo presenta resistencia a Fusarium, en la segunda fecha
de muestreo, existieron diferencias altamente significativas (P < 0.0001),
existiendo un 60% de incidencia en el tratamiento control patégenos, seguido del
tratamiento 2 con un 20%, mientras que los tratamientos 3, 4, 5y 6 no mostraron
incidencia; Para la tercera fecha de muestreo nuevamente existié diferencia
altamente significativa (P < 0.0001), presentando un 100% de incidencia en el
tratamiento control patdgenos, seguido del tratamiento 2 con 46.6 %, mientras
que en los tratamientos 4 y 6 no se mostré incidencia a los 27 ddt (Figura 9),
datos que son similares a los de Romero, Castro y Rancho (2012) donde la

aplicacion de Pyraclostrobin + Metil tiofanato a los 17 dias después de la
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Figura 9. Porcentaje de incidencia para los dos genotipos a los 27 ddt.
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emergencia de plantas de sandia, no presentaron problemas de secadera

ocasionada por hongos del suelo.

Andlisis combinado

En la primer fecha de muestreo en el analisis combinado entre genotipos no
existio diferencia estadistica pero el genotipo Rio Grande tuvo un mayor
porcentaje de severidad (1.67%), mientras que el genotipo DRD-8551 no mostro
incidencia; para el caso del muestreo 2 y 3 existi0 diferencias altamente
significativas (P < 0.0001), en el segundo muestreo el genotipo Rio Grande tuvo
un 22.5% de incidencia, mientras que el genotipo DRD-8551 un 11.6%; en el
tercer muestreo nuevamente el genotipo Rio Grande tuvo mayor porcentaje de
incidencia (45%) que el genotipo DRD-8551 (23.3%).

En el analisis entre muestreos 2 y 3 existi6 diferencia altamente significativa (F <
0.0001), donde en el muestreo dos se encontrd una incidencia de 17.1% mientras
gue en el muestreo 3 una incidencia de 34.2%; para el caso de los genotipos a
través de los muestreos de igual forma existié diferencias significativas (P =
0.0112), el genotipo Rio grande mostré una incidencia de 33.8%, mientras que el
DRD-8551 una incidencia de 17.5%.

Para el caso del andlisis combinado entre tratamientos, el control patégenos fue
el que presentd mayor incidencia (83.3%), seguido de los tratamientos 2 (46.7%)
y 3 (28.3%) que son los tratamientos quimicos-bioldgicos, teniendo menor
eficacia que los bioldgicos 5 (15%) y 4 (15%) que fueron estadisticamente iguales
al tratamiento quimico 7(13.3%), pero diferente al tratamiento 6(3.3%) (Cuadro
7).

Durman, Menendez y Godeas (1999), al evaluar distintas cepas de Trichoderma,
la especie harzianum 742, logr6 provocar la supervivencia de todas las plantas
de tomate rojo inoculadas con Rhizoctonia solani, efecto similar al de éste

ensayo.
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Morales (2011), al evaluar el efecto de T. asperellum y Quintozeno sobre el
control del Damping off, el tratamiento con Trichoderma gener6 una incidencia
del 27%, porcentaje mas alto al de este ensayo donde fueron combinaciones de
T. asperellum + T. harzianum + T. virens, por lo cual ejercié un mejor control, por
otro lado, al evaluar quintozeno logré tener un porcentaje de incidencia del 22%,

cercano y similar al tratamiento 3 quimico-biologico.
Severidad

En el andlisis combinado entre genotipos existid diferencia altamente significativa
(P < 0.0001), siendo el genotipo DRD-8551 méas tolerante a la infeccién de los
patdogenos, mostrando un 35.7% de severidad, mientras que el genotipo Rio
Grande tuvo un 45.2%; para el caso del andlisis combinado entre tratamientos,
el control patégenos tuvo el mayor porcentaje de severidad (87.5%), seguido de
los tratamientos 2 (45%) y 3 (35%) que son los tratamientos quimico-bioldgicos,
teniendo menor eficacia que los bioldgicos 5 (30.8%) y 4 (29.2%) que fueron
estadisticamente iguales al tratamiento quimico 7 (30%), pero diferente al
tratamiento 6 (25.8%), sobresaliendo de igual forma que en la incidencia, que

aungue no mostro sintomas en la parte aérea, si existié pudricion de raices.

Gonzales, Montealegre y Herrera (2004), al inocular Fusarium salani en plantas
de tomate obtuvo un 20% de severidad en las raices tratadas con T. harzianum,
severidad parecida a la de los tratamientos biolégicos de este ensayo donde se

inocularon cuatro cepas patégenas entre ellas Fusarium.

6.7.2 Ensayo en campo
Andlisis individual por muestreo

No existio diferencia estadistica en el primer muestreo en la incidencia entre
genotipos; en el caso de los tratamientos existio diferencia significativa (P =
0.0190) donde el tratamiento 3 tuvo mayor incidencia (12.9%), diferente a los
tratamientos 1(3.7%), 7(2.8%) 6(1.8%), 4(0.9%), 5(0.9% y 2(0%) de incidencia,

que entre ellos fueron estadisticamente iguales. El tratamiento 6 el cual lleva
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SWITCH® 62.5 WG (Fludioxonil+Ciprodinil), producto el cual in vitro inhibié en
su totalidad a los cuatro patégenos, gener6 una incidencia de 1.8, igual a la
reportada por Ayala (2014) en plantas de frijol infectadas con Sclerotinia
sclerotiorum; en el segundo muestreo existio diferencia significativa (P = 0.0001),
donde el genotipo Rio Grande tuvo un porcentaje de incidencia de 51.9%,
mientras que el genotipo DRD-8551 un 29.6%, para el caso de los tratamientos
de igual forma existio diferencia significativa (P = 0.0025), donde en el tratamiento
1 o control se encontrd el mayor porcentaje de incidencia (58.3%), seguido de los
tratamientos 4 y 3, con 43.5 y 39.8%, respectivamente e igual que en el caso del
ensayo de invernadero, el tratamiento 6 fue el que tuvo menor porcentaje de
incidencia (28.7%).

Analisis combinado

En los analisis combinados entre muestreos, genotipos y tratamientos existieron
diferencias altamente significativas (P < 0.0001), en el caso de los muestreos, en
el segundo se observé mayor porcentaje de incidencia (40.7%), mientras que en
el primero solo un 3.3%; en el caso de los genotipos, el Rio Grande presento
mayor incidencia (27.9%) que el DRD-8551 (16.1%), esto debido a que es
resistente a Fusarium (Seminis, 2017b); Para el caso de los tratamientos, el
control fue en el cual se presenté un mayor porcentaje de incidencia (31%),
seguido de los tratamientos 3 y 4 con 26.3 y 22.2%, respectivamente y el mejor

tratamiento fue nuevamente el 6 con 15.3% de incidencia (Cuadro 7).

Este tratamiento incluye Pyraclostrobin que afecta la respiracion, inhibiendo en
el sitio fuera de la quinona por sus siglas en ingles Qol (Quinone outside
inhibitors); Metil tiofanato, que afecta el citoesqueleto y proteinas motoras,
afectando el ensamblaje de la B-tubulina en la mitosis; El Fludioxonil, que afecta
la transduccion de sefales, inhibiendo la proteina MAP y la histidina-quinasa en
la transduccion de la sefal osmotica en el sitio (0s-2, HOG1); Ciprodinil, que
afecta la sintesis de proteinas y aminoéacidos, inhibiendo la biosintesis de

metionina; El Quintozeno, que afecta la sintesis o transporte de lipidos /
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Integridad o funcién de la membrana, exactamente en la peroxidacion de lipidos
y el Metalaxil-M, que interfiere la sintesis de acidos nucleicos, exactamente la
Polimerasa | del RNA, como ninguno de los productos afectan en el mismo sitio

no se corre el riesgo de crear resistencia (Frac, 2017).
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Cuadro 7. Resultados de los analisis combinados en invernadero y campo.

Trat. Pl PS Trat. Pl
Invernadero Campo
1 83.3 A* 87.5A 1 31.0A
2 46.7 B 45.0B 3 26.4 AB
3 28.3C 35.0C 4 22.2 ABC
5 15.0D 30.8CD 7 20.8 BC
7 15.0D 30.0CD 2 19.4 BC
4 13.3D 29.2 CD 5 19.0 BC
6 3.3DE 25.8D 6 15.3C
8 0.00 E 0.00 E
Prob. <0.0001 <0.0001 <0.0001
Rio Grande 33.8A 452 A Rio Grande 271 A
DRD-8551 175B 35.7B DRD-8551 16.1 B
Prob. <.0001 <0.0001 Prob. <0.0001
Muestreo 2 17.1B Muestreo 1 3.31B
Muestreo 3 342 A Muestreo 2 40.7 A
Prob. <0.0001 Prob. <0.0001
C.V. 39.48623 9.593827 C.V. 54.4664

Pl = Porcentaje de incidencia, PS = Porcentaje de severidad, C.V. = Coeficiente de variacion

* Medias dentro de columnas con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey,

0=0.05).
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6.8 Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos se llegé las siguientes conclusiones:

>

El Genotipo DRD-8551, fue mas tolerante que el genotipo Rio Grande al
ataque de los patégenos en condiciones de invernadero y de campo

El Tratamiento 6 (Headline®, Cercobin-m, Switch® 62.5 WG, Pentaclor
600 F y Ridomil® gold 480 SL) fue el mejor y mas eficaz para el control de
los patégenos, reduciendo la incidencia y la severidad en condiciones de
invernadero.

El Tratamiento 6 (Headline®, Cercobin-M, Switch® 62.5 WG, Pentaclor
600 F y Ridomil® gold 480 SL) fue el mejor y mas eficaz para el control de
los patdgenos, reduciendo la incidencia drasticamente en condiciones de
campo.

Los tratamientos Bioldgicos fueron mejores que los tratamientos
combinados.

En condiciones de campo es mas complicado determinar la eficiencia de
los productos ya que varia de acuerdo a las condiciones climéaticas, textura

del suelo y concentracion de los patégenos.

6.9 Agradecimiento

Al Colegio Superior Agropecuario del Estado de Guerrero y a la Universidad

Autonoma Chapingo, por las facilidades para usar las instalaciones para el

desarrollo de este experimento, asi como el financiamiento y apoyo para el

traslado al estado de Guerrero, el establecimiento, toma de datos y aplicacion de

los tratamientos en el experimento.

82



6.10 Literatura citada

Ayala, A. Q. A. (2014). Efectividad de fungicidas para el control de moho blanco
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary en frijol (Phaseolus vulgaris L.).
Tesis de maestria en ciencias agropecuarias. Universidad Autbnoma de
Sinaloa, Colegio de Ciencias Agropecuarias. Culiacan, Sinaloa, México.

Bottrell, D. G. (1979). Integrated Pest Management. Council on Environmental
Quiality. U.S. Govt. Printing Office, Washington, D. C. 120 pp.

Durman, S., Menendez, A., y Godeas, A. (1999). Evaluacion de Trichoderma spp.
Como antagonista de Rhizoctonia solani in vitro y como biocontrolador del
Damping-off de plantas de tomate en invernadero. Revista Argentina de
Microbiologia 31: 13-18.

Food Quality Protection Act. (1998). Food Quality Protection Act of 1996, P.L.
104- 170, Title Il, Section 303, Enacted August 3, 1996. Codified in: Title
7, U.S. Code, Section 136 r-1. Integrated Pest Management.

Fungicide Resistance Action Committee. (2017). FRAC Code List ©*2017:
Fungicides sorted by mode of action (including FRAC Code numbering).
Recuperado de la red: http://www.frac.info/docs/default-
source/publications/frac-code-list/frac-code-list-2017-final.pdf. Fecha de
consulta: 01/03/2017.

Gonzales, R., Montealegre, J., y Herrera, R. (2004). Control biolégico de
Fusarium solani en tomate mediante el empleo de los bioantagonistas
Paenibacillus lentimorbus y Trichoderma spp. Cien. Inv. Agr. 31 (1): 21-28

Morales, H. E. (2011). Control Biolégico del Damping off en dos Genotipos de
Tomate de Habito Indeterminado y Semiindeterminado de Larga Vida de
Anaquel con Trichoderma asperellum. Tesis para obtener el titulo de
ingeniero agrénomo  parasitologo. UNIVERSIDAD AUTONOMA
AGRARIA ANTONIO NARRO. DIVISION DE AGRONOMIA. Saltillo,
Coahuila, México.

Romero, A. L., Castro, J. y Rancho, F. (2012). Top Ciencia, BASF. Recuperado
de la red: http://agro.basf.co.cr/revistas/revista_top_ciencial3_1.pdf.
Fecha de consulta: 10/10/2017.

Schoonhoven, A. V., Pastor, C. M. A. (1987). Standard System for the Evaluation
of Bean Germplasm. Colombia: CIAT. 54p.

Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion.
(2016). Manejo Integrado de Plagas. 12 p.

Seminis. (2017). Conoce y maneja enfermedades del suelo. Recuperado de la
red: http://lwww.seminis.mx/blog-conoce-y-maneja-enfermedades-del-
suelo/. Fecha de consulta 10/10/2017.

83



Seminis. (2017b). DRD-8551. Recuperado de la red:
http://www.seminis.mx/product/drd-8551/391. Fecha de consulta:
01/11/2017.

Van der Plank, J. E. (1963). Epidemics and Control. New York: Plant Diseases
Academic Press

Van der Plank, J. E. (1965). Dynamics of epidemics of plant disease. Science
147: 120-4.

84


http://www.seminis.mx/product/drd-8551/391

