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DIAGNOSTICO Y MANEJO DE LA PUDRICION RADICULAR DEL FRIJOL EJOTERO
(Phaseolus vulgaris L.)

DIAGNOSIS AND MANAGEMENT OF SNAP BEAN (Phaseolus vulgaris L.) ROOT ROT

Dionicio Fuentes Aragon', Mateo Vargas Hernandez', Marcelo Acosta Ramos', Alejandro Casimiro
Michel Aceves?

RESUMEN

El diagndstico preciso de los patdgenos causales de
las enfermedades de las plantas ayuda a mejorar las
estrategias de manejo. El objetivo de la presente
investigacion fue identificar, con herramientas
morfol6gicas y moleculares, los hongos causantes de
la pudricién radicular del frijol ejotero en campo, en
el estado de Morelos, México; asi como evaluar
cepas nativas de Trichoderma para el manejo
biolégico in vitro e invernadero, y fungicidas
quimicos. Los hongos causantes de la enfermedad
fueron Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani. En el
aislamiento de cepas nativas de Trichoderma, se
identificaron las especies T. asperellum, T.
koningiopsis y T. harzianum, de las cuales las cepas
SIN1, SIN2 y COCULA (T. asperellum) obtuvieron
las mayores inhibiciones en base a los ensayos de
micoparasitismo y de metabolitos difusibles y
volétiles, siendo los difusibles los mejores
inhibiendo a ambos hongos fitopatégenos. Sin
embargo, la mayor eficacia en invernadero fue de
2559 % con SIN1 contra S. rolfsii, debido
posiblemente a la rapida infeccién de R. solani y S.
rolfsii, matando a la planta a los 4 y 6 dias después
de la inoculacidn, respectivamente; en contraste con
los fungicidas quimicos, con los cuales se obtuvieron
eficacias de mas de 80 % para ambos patdgenos,
debido a su rapida accion, con los ingredientes
activos iprodiona (86.90 %), ciprodinil+fludioxonil
(84.52 %) y quintozeno+thiram (90.47 %).

Palabras clave: Frijol ejotero, pudricion radicular,
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Trichoderma,
fungicidas.

ABSTRACT

Accurate diagnosis of the causative pathogens of
plant diseases helps to improve management
strategies. The objective of this research was to
identify, with morphological and molecular tools, the
causal agent of snap bean root rot in a field in the
State of Morelos, Mexico, and to evaluate native
strains of Trichoderma for in vitro and greenhouse
biological management, as well as by chemical
fungicides. The fungi causing the disease were
Sclerotium rolfsii and Rhizoctonia solani. In the
isolation of native Trichoderma strains, the species
T. asperellum, T. koningiopsis and T. harzianum
were identified, of which the SIN1, SIN2, and
COCULA (T. asperellum) strains obtained the best
pathogen inhibition, based on mycoparasitism and
non-volatile and volatile assays, with the diffusible
metabolites being the best at inhibiting both
phytopathogenic  fungi. Nevertheless, the best
greenhouse efficacy was scarcely 25.59 % with SIN1
against S. rolfsii, likely due to the rapid infection by
R. solani and S. rolfsii, killing plants at 4 and 6 days
after inoculation, respectively; by contrast, the
chemical fungicides obtained efficiencies of over 80
% for both pathogens, due to their rapid action, with
the active ingredients iprodione (86.90 %),
cyprodinil + fludioxonil (84.52 %) and quintozene +
thiram (90.47 %).

Keywords: Snap bean, root rot, Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, Trichoderma, fungicides.
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CAPITULO I. REVISION DE LITERATURA
1.1 Elcultivo de frijol ejotero

1.1.1 Importancia
El frijol ejotero (Phaseolus vulgaris L.) es considerado una hortaliza de importancia mundial
por sus caracteristicas nutracéuticas y nutrimentales, ya que posee carbohidratos, proteinas,
calcio, grasas, fibra y cenizas (Salinas, 2010). Es considerado como basico en la alimentacién
de los pueblos latinoamericanos, este se puede consumir en seco como semilla y en forma de

verdura, tal es el caso del ejote (Diaz et al., 2010).

1.1.2  Produccion nacional
En México se sembraron aproximadamente 10,409 ha de frijol ejotero. Los principales estados
productores fueron Morelos con una produccién de 29.8 mil t, sequido de Sinaloa, Hidalgo y
Puebla (Figura 1); sumando una produccion anual nacional de méas de 93 mil t, lo cual
representé un valor de produccion de $ 518.96 millones de pesos. El rendimiento y precio t*

medio anual fueron 9.10 t ha™ y $ 5,535 pesos, respectivamente (SAGARPA, 2014).

MICHOACAN
3.9

N

PUEBLA
13.1

Figura 1. Principales estados productores de ejote (miles de toneladas) (SAGARPA, 2014).
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1.1.3  Panorama mundial
En el 2012, México ocupo el décimo-primer lugar en produccién de ejote y el tercero en
exportacion a nivel mundial, con 93,818 t producidas, de las cuales aproximadamente el 35.7
% fueron para exportacion. Los principales paises productores fueron China (16.2 millones t),
Indonesia (0.87 millones t), India (0.62 millones t) y Turquia (0.61 millones t), los cuales
representaron el 91.4% de la produccion mundial. Los principales exportadores en el 2011
fueron Francia, Kenia y México, y los importadores Espafia, Estados Unidos y Bélgica (FAO,

2013).

1.1.4  Ecologia del cultivo
Es una planta herbacea anual de la familia de las leguminosas, de sistema radicular bien
desarrollado y abundante nodulacién. Su tallo acanalado, delgado y rugoso, es largo y voluble
en las variedades trepadoras, mientras que es corto y erguido en las variedades enanas. Las
hojas son alternas, trifoliadas y se vuelven amarillas cuando las vainas maduran. Las flores
nacen en racimos de 3 a 8 y son de color variable. El fruto es una vaina colgante, recta o
arqueada, que contiene granos o frijoles deforma generalmente arrifionada y tamafio y color
variables, segun la variedad. La vaina en estado tierno, llamada ejote, se consume como

verdura (Santacruz y Santacruz, 2007).

1.1.5 Requerimientos climaticos
La temperatura dptima para la emergencia de la semilla es 25 °C, para el crecimiento de la
planta es de 18.3 a 29.4 °C y requiere 1,050 a 1,150 grados dia de calor con una base de 10 °C.

La mayoria de las variedades maduran a los 50 a 60 dias, las cuales se encuentran en
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condiciones Optimas de cosecha del ejote. Temperaturas arriba de 32.2 °C causa aborto de

flores, asi como las lluvias durante la floracion (Aguiar et al., 1998).

1.1.6  Variedades
Las vainas de las variedades ejoteras pueden ser planas o [ - ' e
redondas transversalmente. Los tipos planos, por ejemplo | |
tipos Kentucky Wonder, incluyen Magnum, Greencrop y | |
Calgreen. Los tipos redondos referidos como tipos Blue | T% %Y
Lakes incluye Benchmark, Strike [resistente al virus % .

rminado ! inado Indeterminade Indeterminado
* arbustivo (TipoI)  arbustivo (Tipo I) postrado (Tipo Il trepador (Tipo IV)

mosaico del frijol y a la cepa NY15 del mismo (Orzolek et Figura 2. Habitos de crecimiento
- . del frijol

al.,, 2002)] y Landmark. El habito de crecimiento de la

planta puede ser de arbusto y trepadora. Las primeras son plantas cortas erectas que miden de

0.3 a 0.6 m de altura, estas tienen un conjunto de vainas uniformes, siendo las cominmente

utilizadas para produccion comercial (Aguiar et al., 1998). Los habitos de crecimiento puede

dividirse en Tipo | (determinado arbustivo), Il (indeterminado arbustivo), 111 (indeterminado

postrado) y IV (indeterminado trepador) (Figura 2) (Debouck y Hidalgo, 1984).

1.1.7  Siembra
En EEUU son depositadas a 19 a 25 mm de profundidad y 5 cm en hilera, con dos hileras por
cama de 91 a 102 cm. La sembradora es operada a una velocidad de 3.2 a 4.8 km hr™ para
evitar el dafio de la testa de la semilla. El rango de siembra normal es de 84 a 100 kg ha
(Aguiar et al., 1998). Mientras que en Morelos, la siembra se realiza manualmente, en el talud

de surcos de 0.70 a 0.80 m, depositando 2 semillas por golpe cada 8-12 cm.
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1.1.8  Suelos
Crecen en muchos tipos de suelo y en un rango de pH de 5.5 a 7.5. El pH optimo es de 6.0 a
6.5. Suelos con buen drenaje son preferidos. Excesiva humedad en el suelo estimula las
enfermedades radiculares y deficiencias nutrimentales. No tolera salinidad, una reduccion del
50% del rendimiento podria presentarse con una salinidad del suelo de 3.6 ECe (dS/m a 25 C)

(Aguiar et al., 1998).

1.1.9 Riegos
El frijol ejotero tiene un sistema radicular poco profundo, y el cultivo requiere riegos
frecuentemente. La saturacién excesiva de humedad del suelo, retardara el crecimiento y
promocion de raices, asi como la pudricion de raiz y hipocotilo. El estrés hidrico durante la

formacion de vainas debe de ser evitado.

1.1.10 Fertilizacién
Aunque es una leguminosa y puede fijar el nitrogeno atmosférico cuando la semilla es
inoculada con una cepa bacteriana adecuada, los productores no inoculan sus cultivos,
prefiriendo la fertilizacion quimica. Requiere menos nitrégeno que otros vegetales. Altos
rangos de nitrogeno retrasa la maduracién del fruto. Generalmente se aplican 68 a 135 kg de
N, 68 a 135 de fosforo, 0 a 110 de potasio, basado en analisis de suelo. Las aplicaciones de
nitrégeno deben ser divididas en una al presiembra y dos después, deben ser cuando la planta

empiece la etapa lefiosa y en floracién (Aguiar et al., 1998).

1.1.11 Comercializacion
El ejote presenta alta tasa respiratoria y consecuentemente corta vida de anaquel (10 dias en

promedio). Entre los métodos de conservacion que preservan las caracteristicas de calidad, la
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congelacién ha tenido amplia aceptacion, por las ventajas que ofrece: minima perdida del
contenido nutricional y conservacion del producto hasta por 12 meses. La congelacion
solidifica el agua contenida en las células y detiene asi los procesos bioldgicos y enzimaticos

que degradan los alimentos (Hernandez, 1999).

1.2 Enfermedades de la raiz del frijol

1.2.1  Rhizoctonia solani
Es un patdgeno de distribucion cosmopolita nativo del suelo, que afecta a un gran nimero de
hospedantes, principalmente cultivos anuales (Sneh et al., 1991), probablemente cause la
mayoria de tipos de enfermedades, sobre gran parte del mundo, y bajo las mas diversas
condiciones ambientales, que cualquier otra especie fitopatdgena. Causa decaimiento de la
semilla, damping off de pléantulas, pudricién de raiz, cancros en hipocotilo y tallos,
podredumbre de corona y brote, tizon aérea y pudricion de partes vegetales que estan en
contacto con el suelo (Baker, 1970); ademas de poder encontrarse en semillas de Brassica
spp., Capsicum spp., Citrus spp., Gosypium spp., Lycopersicon esculentum, Phaseolus spp.,

Spinacea oleracea, Vignia ungiculata, Zea mays, Zinnia elegans (Neergaard, 1977).

1.2.1.1 Importancia
En México causa enfermedad en diferentes cultivos, se ha reportado en los cultivos de
garbanzo (Cicer arietinum L.) (Paredes et al., 2009), jitomate (Fernandez et al., 2007), papa
(Virgen et al., 2000), calabaza pipiana (Curcubita argyrosperma Huber) (Diaz et al., 2015) y
en raices y semillas de chile y frijol (Groenewold et al., 2003; Velasquez et al., 2007). En
otros paises en el cultivo de frijol, 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
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Estados Unidos. En Brasil, en conjunto con Fusarium, se tiene reportado un alcance del 60%
(Harveson, 2011). En frijol ejotero (Phaseolus vulgaris L.) en EEUU, se ha reportado en
Nueva York, Wisconsin, California, Georgia, Florida, Oregon y Carolina del Norte (Averre,

2000; Langston, 2013; Pscheidt y Ocamb, 2015).

1.2.1.2 Taxonomia (Gonzalez, 2002)
Reino: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Clase: Homobasidiomycetes
Orden: Ceratobasidiales
Familia:Ceratobasidiaceae
Género: Thanatephorus

Especie: Thanatephorus cucumeris (Rhizoctonia solani)

1.2.1.3 Morfologia
Es una especie compleja que comprende cepas con una apariencia altamente variables en
cultivos axénicos, asi como en el ancho de hifas, morfologia de esclerocios, patogenicidad y
susceptibilidad a fungicidas (Anderson, 1982). La clasificacion de sus aislamientos se basa en
la reaccion de anastomosis hifal, la cual es una respuesta de incompatibilidad vegetativa entre
las cepas confrontadas (Carling et al., 2002). Esta clasificacion es un método conveniente pero
no ideal para la clasificacion de R. solani por la frecuencia de variacién de la fusion hifal; por
lo tanto, no ofrece informacidn confiable sobre la variacion genética (Sharma et al., 2005). Las
hifas son café palido o cafés, ramificadas formando un é&ngulo recto cerca de las

ramificaciones y presente una constriccion cerca del septo. Presenta células monilioides
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compuestas de células catenuladas desarrolladas acropetalamente. Los esclerocios son cafés a
cafés oscuros, variando en forma, de 1 a 3 mm de diametro. Los cultivos en PDA son cafes,

las células hifales son multinucleadas con 4 ndcleos por célula (Watanabe, 2010).

1.2.1.4 Sintomas
El damping off es probablemente el sintoma méas comun causado por R. solani en la mayoria
de las plantas que infecta (Agrios, 2005). También puede inducir pudricion de semilla, cancro
del tallo y pudricién de vaina. El sintoma caracteristico es una lesion hundida café rojiza en el
tallo o raiz principal. Al progresar la infeccion, las lesiones se alargan anillando el tallo,
retardando el crecimiento y eventualmente mata la planta. También puede infectar vainas que
estén en contacto con el suelo, causando pudricion acuosa, lesiones café rojizas y margenes

distintivos alrededor de las lesiones (Abawi, 1989).

1.2.1.5 Ciclo de la enfermedad
El conocimiento del ciclo de la enfermedad de un patdgeno es importante cuando se estan
desarrollando y utilizando sistemas de prondstico y umbrales de accion. Entre los aspectos
importantes que se deben tomar en cuenta son: si la enfermedad es monociclica o policiclica,
periodo de latencia, forma de invernacién y dispersion (McGrath, 2004). Sobrevive en el
suelo como esclerocios 0 micelio asociados con los residuos de plantas, infectando plantas
perennes 0 material propagativo como tubérculos de papa, y en algunos cultivos puede
transportada por semilla. Se dispersa con la lluvia, agua de riego, herramientas, y cualquier
cosa que lleve suelo contaminado. La temperatura Optima para el desarrollo del hongo es de 15

a 18 °C (Agrios, 2005).
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1.2.2  Sclerotium rolfsii
El tizdn surefio causado por Sclerotium rolfsii es una enfermedad severa de una amplia
variedad de plantas hortalizas, frutales, ornamentales y césped. Se presenta en todo el mundo

pero principalmente en climas calidos (Mullen, 2001).

1.2.2.1 Importancia
Tiene un rango de hospedantes de mas de 500 especies pertenecientes a dicotiledéneas y pocas
especies monocotiledéneas (Prasad y Naik, 2008). En México se ha reportado causando
infeccion en diversos cultivos y malezas (Flores et al., 2006), mientras que en otros paises se

ha reportado causando tizon surefio en frijol (Garibaldi et al., 2013).

1.2.2.2 Taxonomia
El teleomorfo de Sclerotium rolfsii fue descrito previamente como Corticium centrifugum
(Lév.) Bres. y posteriormente cambi6 a C. rolfsii; subsecuentemente fue transferido al género
Pellicularia, después a Botryobasidium y finalmente a Athelia, la cual es aceptada actualmente
como la forma sexual de Sclerotium rolfsii (Punja, 1988). En los taxones mayores en base a
métodos moleculares se ha reclasificado como sigue (Hibbet et al., 2007):

Reino: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Subphylum: Agaricomycotina
Clase: Agaricomycetes
Subclase: Agaricomycetidae
Orden: Atheliales
Familia: Atheliaceae

Género: Athelia (Sclerotium)
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Especie: Athelia rolfsii (Sclerotium

rolfsii)

1.2.2.3 Morfologia
Presenta micelio hialino y pared delgada con raramente septos y fibulas. La hifa principal es
relativamente larga (5 a 9 um de diametro) comparado con otros hongos, mientras que las
hifas mas pequefias penetran los tejidos vegetales (Mullen, 2001). Las células apicales
contienen 4 a 11 ndcleos, con una media de 6 a 8 por célula, y el nimero es menor en células
viejas, promediando de 3 a 4 por célula. El nicleo se divide conjuntamente para asegurar una
distribucion uniforme de los tipos nucleares en las células hifales, los cuales pueden migrar a
través de las fibulas (Punja, 1988). La fibulacion es un mecanismo para mantener la dicariosis
del hongo, en el cual los nucleos distintos genéticamente se dividen, uno en la célula hifal y el
otro en la hifa en forma de horquilla (fibula), posteriormente se separan por un septo (Sharma,
2005). Los esclerocios, cuerpos esféricos y difusos comienzan a formarse a partir de areas
estrechamente empaquetadas de hifas o donde dos hebras de hifas se cruzan entre si. Poco a
poco los cuerpos se vuelven suaves y cambian de color blanco a café claro. Los esclerocios
maduros normalmente consisten en una corteza exterior mas gruesa y resistente (2-4 células de
espesor) que rodea una corteza de células de paredes delgadas (6-8 células de espesor). El
centro del esclerocio contiene hifas laxas filamentosas. Miden aproximadamente de 0.5 a 2
mm de didmetro, pero algunos pueden ser muy grandes midiendo de 8 a 10 mm de diametro
(Mullen, 2001). La formacion de esclerocios esta relacionado con la peroxidacion lipidica
debido el estrés oxidativo por las condiciones de crecimiento (Prasad y Naik, 2008), asi como,
la influencia de la temperatura, aeracion, humedad, luz y factores nutricionales y quimicos

(Punja, 1985).
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Se ha demostrado que aislamientos de S. rolfsii de diversas areas geograficas muestran
diferencias en morfologia, respuesta de crecimiento a diferentes temperaturas y medios de
cultivo y la habilidad de producir acido oxalico y pectinas (Prasad y Naik, 2008), asi como la
existencia de variabilidad genética dentro de grupos de compatibilidad micelial (Cilliers et al.,
2000).

La fase telomdrfica Athelia rolfsii se ha inducido en laboratorio, pero se piensa que no ocurre
comunmente en la naturaleza. Forma basidios en grupos, relativamente cortos, clavados, la
mayoria con cuatro esporas, sin fibula basal. Las esporas son hialinas, con pared delgada,
lisas, de 5.5 a 7 um, subglobosos a elipsoidales y binucleadas. Los basidiocarpos se forman en

parches en medio de cultivo, de 1 a 2 cm de diametro, 50 a 100 um de grueso (Punja, 1982).

1.2.2.4 Sintomas
Los sintomas iniciales en plantas infectadas son lesiones café oscuro con apariencia acuosa, en
la base del tallo. Posteriormente, las lesiones se extienden hacia la raiz principal destruyendo
el tejido cortical, causando el damping off. Las vainas que se encuentran en contacto con el
suelo también pueden ser infectadas (Abawi, 1989; Garibaldi et al., 2013). Produce abundante
micelio blanco en tejidos infectados generalmente a los 3 a 4 dias después de la infeccion
cuando las condiciones son célidas y humedas. Siete dias después de la infeccion, las hifas

empiezan a formar esclerocios (Mullen, 2001).

1.2.2.5 Ciclo de la enfermedad
Inverna principalmente como esclerocios, aunque también como micelio en residuos
vegetales. Se dispersa por el agua, suelo infestado, herramientas contaminadas, plantulas de

trasplante y frutas infectadas, y en algunos casos por esclerocios mezclados con semillas.
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Crece muy rapido y produce esclerocios a temperatura de 30 a 35 °C (Agrios, 2005), los
cuales pueden permanecer viables por muchos afios en el suelo o residuos vegetales con
inviernos suaves. En primavera, el crecimiento hifal se reanuda y germina los esclerocios,
cuando el micelio entra en contacto con el hospedante susceptible penetra directamente,
aunque las heridas facilitan la infecciéon. Ciclos secundarios ocurren y la enfermedad se
dispersa cuando las hifas contactan nuevos tejidos en temperaturas calidas a calientes (Mullen,
2001). Los esclerocios pierden potencial de germinacién a profundidades mayores de 7 cm
debido a la presién fisica del suelo y temperaturas menores de 21 °C (Punja y Jenkins, 1984).

El hongo produce acido oxalico, poligalacturonasa y celulosa, los cuales actian causando
separacion y muerte de las células del hospedante, por lo tanto la cantidad producida de estos
compuestos, esta relacionada directamente con la virulencia del hongo (Mullen, 2001; Punja,

1985).

1.3 ldentificacion molecular de hongos

Los avances en el desarrollo de métodos moleculares, especialmente la tecnologia de PCR
(Polymerase Chain Reaction, por sus siglas en inglés) han proveido laboratorios de
diagnostico con herramientas poderosas para la deteccion e identificacion de hongos
fitopatogenos. Estos avances han sido complementados con el desarrollo de nuevos métodos
de extraccion de ADN, automatizacion, ensayos de multiplexacion e informacion en linea de
diagnosticos moleculares (Capote et al., 2012). El diagnéstico molecular estd generando un
alto impacto en la investigacion en micologia, y a la vez, su importancia incrementara en el
monitoreo, deteccion, cuantificacion e identificacion de hongos, permitiendo un mejor manejo
y control de las enfermedades de plantas, animales y humanos e investigacion en hongos

benéficos (Atkins y Clark, 2004; McCartney et al., 2003).
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La Herramienta de Busqueda de Alineamiento Local Basico (BLAST, por sus siglas en
inglés), es un enfoque para la rdpida comparacion de secuencias, la cual aproxima
directamente alineaciones que optimizan una medida de similitud local, el par de Segmentos
de Maxima Puntuacion (MSP, por sus siglas en inglés) (Altschul et al., 1990); lo que ha
proporcionado una herramienta poderosa Yy disponible libremente para los bidlogos
moleculares para funcionar en muchas plataformas computacionales (Mount, 2007).

La region del Espacio Transcrito Interno (ITS, por sus siglas en inglés) en eucariotas, que
incluye el gen 5.8S, el ITS1y ITS2, ha sido propuesto como cddigo de barras para los hongos,
debido a que combina un alto poder de resolucion para discriminar especies estrechamente
relacionadas con una alta tasa de éxito de PCR y secuenciacion, en una amplia gama de
hongos (Schoch et al., 2012). Para identificar molecularmente, se secuencia la region ITS,
utilizando los iniciadores ITS1, ITS1-F, ITS4 para Rhizoctonia solani (Fiers et al., 2011;
Wang et al., 2015); ITS1, ITS2, ITS3, ITS4 para Sclerotium rolfsii (Okabe y Matsumoto,
2003; Remesal et al., 2013).

Para el caso de Trichoderma, la identificacion de especies es muy dificil debido a pocos
caracteres morfoldgicos disponibles, permitiendo la superposicion de especies. Alrededor del
afio 1995, el uso de analisis de secuencias de ADN llega a ser el nuevo paradigma en la
sistematica, las cuales se aplicaron en desarrollar la taxonomia de Trichoderma y Hipocrea
(Samuels, 2006). Comunmente se secuencia la region ITS con los iniciadores ITS1, 1TS4
(Castle et al., 1998), SR6R y LR1 (Kullnig et al., 2000; Kubicek et al., 2003), se secuencia el
factor de elongacion (gen  Tefl) utilizando los iniciadores EF1  (5’-
ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC) y EF2 (5>-GGA

(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT) (Anees et al., 2010), EF1-728F (5’-CATCGAGAA

12



Diagnéstico y manejo de la pudricion radicular del frijol ejotero (Phaseolus vulgaris L.)

Dionicio Fuentes Aragon Capitulo I

GTTCGAGAAGG-3’) y EF1-986R (5’-TACTTGAAGGAACCCTTACC-3’) (Druzhinina et

al., 2005).

1.4 Manejo de enfermedades

1.41  Manejo bioldgico
El control bioldgico es definido como el uso deliberado de uno 0 méas organismos (enemigos
naturales, competidores, antagonistas) o parte de ellos para reducir o controlar la poblacién de
organismos causantes de plagas o enfermedades, o su efecto negativo sobre los cultivos
(Olmedo y Casas, 2014). Ofrece un enfoque amigable con el ambiente y puede ser
incorporado con el control cultural y fisico para un efectivo manejo integrado (Monte, 2001).
La antibiosis de algunos hongos esté relacionada con la produccion de antibidticos, enzimas y
metabolitos secundarios resultando en antagonismo (Daguerre et al., 2014). La mayoria de las
especies de Trichoderma son benéficas por las enzimas que producen, promotor de
crecimiento y control de enfermedades de plantas (Samuels, 2006), por ello, de los agentes de
control bioldgico utilizados para el control de hongos fitopatdgenos, 90 % de las aplicaciones

son cepas de Trichoderma (Benitez et al., 2004).

1.4.1.1 Trichoderma spp.
Las cepas de Trichoderma ejercen varios mecanismos de accion involucrados en el
antagonismo de hongos fitopatdgenos, ademas de influir en el metabolismo de las plantas. El
antagonismo depende de diversos genes involucrando sefializacién, antibiosis, transporte o
micoparasitismo, de los cuales 44 y 26% de los genes identificados estan relacionados con el

micoparasitismo y antibiosis, respectivamente. Mientras que la resistencia sistémica inducida,
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reprogramacion genética/sefializacién y competencia representan solo el 12, 11, y 5% de los
genes, respectivamente (Daguerre et al., 2014).

Micoparasitismo. Existen dos clasificaciones de relaciones micoparasiticas, la primera
comprende las interacciones biotréficas, donde el hongo se alimenta de otro sin provocarle la
muerte; la cual es altamente especifica, por lo tanto no puede ser utilizada exitosamente como
agente de control bioldgico. La segunda son las interacciones necrotroficas, son mas agresivas
y esta incluido el género Trichoderma (Olmedo y Casas, 2014). Para que haya
micoparasitismo, primeramente se debe detectar el hongo hospedante y crecer hacia él, lo cual
se lleva a cabo parcialmente por la expresion secuencial de enzimas de degradacion de la
pared celular, las cuales catalizan la liberacion de oligémeros del hongo hospedante, y estas
regresan a inducir la expresién de endoquitinasas de Trichoderma (Harman et al., 2004).
Posteriormente, se debe de penetrar el micelio del hospedante, lo cual es posible por la
degradacion parcial de su pared celular por la accion de enzimas micoliticas, principalmente
quitinasas, glucanasas y proteasas (Viterbo et al., 2002), las cuales estan relacionadas con la
expresion de diversos genes (Carsolio et al., 1994; Reithner et al., 2011).

Antibiosis. Ocurre durante las interacciones involucrando moléculas de bajo peso molecular o
antibioticos producidos por cepas de Trichoderma que inhiben el crecimiento de otros
microorganismos. La mayoria producen metabolitos volatiles y no volatiles (Benitez et al.,
2004). Como el acido harzianico, alameticinas, tricolina, peptaboils, antibidticos, 6-pentil-a-
pirona y masoilactona (Vey et al., 2001). Aunque se han descrito mas de 123 metabolitos
secundarios producidos por Trichoderma (Sivasithamparam y Ghisalberti, 1998).

Promotor de crecimiento. Muchas cepas de Trichoderma son capaces de estimular el

crecimiento de diferentes especies de plantas, incluyendo frutales, hortalizas, pastos y
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forestales. Esta relacion parece ser especifica con muchas cepas teniendo un amplio rango de
hospedantes, mientras que otras son mas restrictivas, pudiendo inducir un incremento de mas
del 200% en la biomasa total comparada con plantas control. Sin embargo, no ha sido
adoptado en este aspecto debido a la alta variabilidad en diferentes lugares y ciclos de cultivo,
probablemente por la fluctuacion de factores bidticos y abidticos (Stewart y Hill, 2014).

Cepas de Trichoderma pueden colonizar las raices de las plantas y estimular el crecimiento de
las plantas y proteger contra infecciones de patdgenos. La colonizacion implica la habilidad de
adherirse y reconocer las raices de las plantas, penetrar y resistir los metabolitos toxicos
producidos por las plantas en respuesta a la invasion de organismos extrafios patogenicos 0 no
(Benitez et al., 2004).

Resistencia Sistémica Inducida. Es capaz de inducir una respuesta benéfica en méas de 10
diferentes dicotiledoneas y monocotiledéneas, incluyendo poaceas, solanaceas Yy
curcubitaceas, a infeccién por hongos, bacterias e incluso virus (Woo et al., 2006). A nivel
molecular, la resistencia es resultado del incremento en la concentracion de metabolitos y
enzimas relacionadas a los mecanismos de defensa, tales como las enzimas feni-alanina
amonio-liasa y calcone sintasa, involucrados en la sintesis de fitoalexinas, quitinasas y
glucanasas. Los genes de la planta responden a los patogenos y elicitores, por esta razon, los
mecanismos de defensa de la planta no necesariamente requieren la estimulacion de organismo
vivos, por lo tanto, los metabolitos de Trichoderma pueden funcionar como elicitores (Benitez
et al., 2004). Se ha demostrado efectividad de diferentes especies de Trichoderma, en diversos
cultivos y contra diversos hongos, bacterias y hongos fitopatdgenos, con eficacias variando del

25 al 100% (Harman et al., 2004).
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Competencia por nutrientes. Otra ventaja es su habilidad para desplazar otras especies de
hongos en la rizosfera, debido a que son excelentes competidores pro espacio y nutrientes. En
este sentido, las cepas de Trichoderma que obtienen nutrientes eficientemente y crecen mas
rapido que los competidores tendran una ventaja notable para colonizar y sobrevivir en
diferentes nichos. Este sistema comprende la produccion de sideréforos y péptidos que
funcionan como transportadores de hierro (Olmedo y Casas, 2014).

Colonizacion de raices de las plantas. Trichoderma crece intercelularmente, la epidermis,
corteza y vasos permanecen intactos o0 minimamente alterados. Esto provoca el fortalecimiento
de las paredes celulares de las células circundantes por la deposicién de callosa, celulosa y la
produccién de compuestos fendlicos los cuales pueden conferir alta rigidez a las paredes
celulares del hospedante; por lo tanto, estas modificaciones no le permiten la entrada de los
hongos fitopatdgenos (Olmedo y Casas, 2014).

Trichoderma posee muchas habilidades probadas que afectan positivamente la productividad y
sanidad vegetal, las cuales pueden ser explotadas mucho mas eficientemente cuando se tienen
un mejor entendimiento de los mecanismo y sistemas que operan en las interacciones entre

Trichoderma y patdgenos de plantas (Harman et al., 2004).

1.4.1.2 Bacillus subtilis
El género Bacillus (Phylum: Firmicutes, Clase: Bacilli, Orden: Bacillales, Familia,
Bacillaceae), son Gram-positivas, presenta células en forma de barra, rectas o ligeramente
curvadas, estando solas o en pares, algunas en cadenas. Forma endosporas, no mas de una por
célula, las cuales son muy resistentes (De Vos et al., 2009). Las especies de Bacillus son el
tipo de especies de bacterias mas cominmente aisladas del suelo, pudiendo representar hasta

el 36% de la poblacion bacteriana (Hallmann et al., 1998). Son comunes en la naturaleza, no
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toxicas y dafiinas para humanos y animales, y no patogénica a plantas (Acea et al., 1988);
ademas, de poseer diversas ventajas sobre otras bacterias por la proteccion de las raices contra
patdgenos y la habilidad de formar endosporas, lo cual facilita el almacenamiento y
comercializacion (Yang et al., 2009). Se ha demostrado ampliamente la efectividad antagdnica
de B. subilis contra hongos fitopatogenos que afectan la raiz en diversos cultivos,
especialmente el potencial inhibitorio contra especies de Fusarium (Baysal et al., 2008; Swain

y Ray, 2009).

1.4.2  Fungicidas

Las enfermedades de las plantas afectan la mayoria de los cultivos a lo largo del mundo y
deben ser controladas para prevenir las pérdidas de la produccion (The American
Phytopathological Society, 1990). Los fungicidas son un componente vital del manejo de las
enfermedades de las plantas ya que controlan satisfactoriamente muchas de éstas, las practicas
culturales a menudo no proporcionan un control adecuado, los cultivares resistentes no estan
disponibles 0 no son aceptados en el mercado y, algunos cultivos de gran valor, presentan muy
baja tolerancia a la presencia de sintomas de enfermedades (McGrath, 2004).

El aspecto econdémico frecuentemente influye en la seleccion y época de aplicacion de un
fungicida. En cultivos valiosos se utilizan fungicidas costosos y numerosas aplicaciones,
debido a que, en la ausencia de estos tratamientos podrian producirse pérdidas economicas
sustanciales, tal es el caso de frutales y campos de golf. En el caso de algunas enfermedades
donde el rendimiento de los cultivos no se ve impactado porque la severidad es baja, se utiliza
un umbral econdmico para determinar cuando es necesario un tratamiento con fungicidas

(McGrath, 2004).
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Los fungicidas representaron el tercer lugar en ventas en el mercado mundial en 2007, después
de los herbicidas e insecticidas, alcanzando $ 9,216 millones de dolares (23 % de los
plaguicidas vendidos) (Grube et al., 2011), aunque segin un nuevo estudio indica que el
mercado de los fungicidas alcanzara US$ 16,200 millones para el 2020, registrando una tasa
compuesta de crecimiento anual del 5.4% del 2014 al 2020, siendo las estrobilurinas y
triazoles los segmentos de mayor crecimiento (Allied Market Research, 2014). En términos de
cultivos, las hortalizas (US$ 1,720 millones), cereales templados (US$ 1,200 millones), arroz
(US$ 740 millones), vid (US$ 700 millones), soya y frutas pomaceas (US$ 320 millones)
dominaron el mercado mundial de fungicidas, representando casi el 85% del valor total de las

ventas en el 2005 (Oliver y Hewitt, 2014).

1.4.2.1 Clasificacion de los fungicidas

Los fungicidas pueden clasificarse de acuerdo a su modo de accion, sitio bioquimico de
accion, grupo, grupo quimico y nombre comun (FRAC, 2015). Conocer el modo de accion es
muy importante para facilitar el manejo de la resistencia de los hongos y el impacto en
organismos no objetivos, de este modo se utilizan sabiamente los fungicidas en la agricultura
(Yang et al., 2011; Leroux, 1996).

Piraclostrobin. Interfiere en la respiracion celular (Cédigo FRAC: C3), actuando en el
complejo 111 sobre la ubiquinol oxidasa a nivel del sitio QO, inhibiendo el transporte de
electrones entre el citocromo b y ¢1 (FRAC, 2015). Tiene actividad translaminar, el cual
puede tomar de uno a varios dias para ser completamente efectivo (Vincelli, 2002). Posee
efectos fisiologicos, mejorando el crecimiento y la asimilacion de nitrogeno, por lo tanto, el

rendimiento en la soya (Mahoney et al., 2015), ‘efecto verde’ en soya (Kyveryga et al., 2013),
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incremento en rendimiento de maiz (Shetley et al., 2015) y mejora la calidad del frijol
(Mahoney y Gillard, 2014).

Procloraz. Inhibe la biosintesis de esterol, imidazol no sistémico, de contacto y translaminar,
con actividad protectante y erradicativa, usado principalmente contra Ascomycetes y hogos
imperfectos; en uso foliar en cereales para el control de Pseudocercosporella, Pyrenophora,
Rhynchosporium y Septoria. En otros cultivos se utiliza contra Botrytis, Alternaria,
Sclerotinia, Pyricularia y Colletotrichum (FAO, 2009). Se ha demostrado tener efectos
negativos en el sistema endocrino (Vinggaard et al., 2006).

Polyoxin-D sal de zinc. Un total de 13 polyoxin (A-M) han sido aislados y caracterizados de
la fermentacion de caldos de Streptomyces cacoi y todos, a excepcién del C y I, tienen
actividad antifangica. Los mas importantes desde el punto de vista comercial son el B y D, los
cuales difieren estructuralmente solo en el estado de oxidacién del componente uracilo.
Inhiben la sintesis de quitina, componentes principales de las paredes celulares de los hongos,
por lo tanto no son eficientes contra Oomycetes debido a que no poseen quitina. El polyoxin D
penetra localmente en la planta y no se transloca facilmente hacia arriba en la planta. El
polyoxin B es usado para el control de una variedad de hongos que afectan frutales y
hortalizas, incluyendo Alternaria en manzanas y peras y Botrytis en vifiedos y tomates;
mientras que el D es principalmente usado para el control del tizon de la vaina del arroz
(Wong, 2010; Godfrey, 1995).

Iprodiona. Dicarboxamida Frecuentemente utilizado para el control de Botrytis, Monilia, y
especies del genero Sclerotinia, y especialmente utilizado en frutales, fresa, vifiedos, hortalizas
y ornamentales (Vanni et al., 2000); y alta efectividad contra Rhizoctonia cerealis y R. solani

(Kataria y Gisi, 1995). También es usado en postcosecha y tratamiento de semilla. Es
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rapidamente degradado en suelos alcalinos y por la accion de bacterias (Paranjape et al.,
2015).

Ciprodinil. Anilinopirimida de amplio rango contra Botryotinia fuckeliana en vifiedos, frutas,
hortalizas y ornamentales; Venturia inaequalis en manzano y Alternaria y Monilinia spp.
causando mancha de la hoja y pudricion en un amplio rango de hortalizas y frutales,
enfermedades en cereales causados por Tapesia spp., Pyrenophora teres y Rhynchosporium
secalis en cebada, y en moderado grado también Leptosphaeria nodorum y Blumeria graminis
(Gisi y Miller, 2007), asi como Rhizoctonia solani (Kataria y Gisi, 1995).

Fludioxonil. Introducido en 1990 como fungicida foliar o tratamiento de semillas. Posee
amplio espectro con la mayoria de las clases de hongos excepto oomycetes. Se ha utilizado
para el control de Botrytis cinerea en frutales, vifiedos, hortalizas y ornamentales (Ackerman
et al. 2007), asi como contra Rhizoctonia solani causante de costra negra en papa (Bains et al.,
2002).

Tiabendazol. Benzimidazol que ha sido aplicado desde los 70s en papas para controlar una
variedad de enfermedades causadas por Helminthosporium solani, Polyscytalum pustulans,
Phoma foveata y Fusarium spp. (Carnegie et al., 2008). Muestra actividad antifungica fuerte
contra Rhizoctonia solani (Kataria y Grover, 1978).

Quintozeno. Es un organoclorado usado para el tratamiento de semillas y aplicacion al suelo
controlando un amplio rango de enfermedades. En las Gltimas décadas ha sido utilizado
ampliamente contra Rhizoctonia, teniendo alta efectividad, sin embrago es bastante variable
entre aislamientos y regiones geogréaficas (Kataria y Gisi, 1995). Ademas, esta reconocido
como posible sustancia causante de cancer, clasificado por la Agencia de Proteccion

Ambiental de Estados Unidos, como clase 111 (Tas y Pavlostathis, 2010).
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Thiram. Fungicida no sistémico utilizado para prevenir el dafio de cultivos en el campo y los
productos cosechados almacenados o transportados. También utilizado para tratamientos de
semilla de una amplia gama de cultivos. Es suficientemente movil y persistente, y en algunos
casos puede alcanzar las aguas superficiales en concentraciones suficientemente altas para
impactar la vida acuatica (Environmental Protection Agency, 2004). Es toxico para
Rhizobium, por lo tanto cuando se aplica a la semilla de frijol, reduce la nodulacion (Kataria y
Gisi, 1995).

Durante los ultimos 10 a 15 afios, el tratamiento de semillas ha crecido rapidamente, como
parte de una tendencia amplia en la agricultura que hace hincapié en el valor de la semilla; por
lo tanto, muchos tratamientos de semillas con fungicidas han sido adoptados, debido a nuevos
ingredientes muchos mas eficaces y el desarrollo y disponibilidad de equipos de aplicacion

(Munkvold, 2009).
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CAPITULO II. IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE LOS
PATOGENOS CAUSANTES DE LA PUDRICION RADICULAR DEL FRIJOL

EJOTERO (Phaseolus vulgaris L.) Y CEPAS NATIVAS DE Trichoderma

1.1 INTRODUCCION

El frijol ejotero (Phaseolus vulgaris L.) es considerado una hortaliza de importancia mundial
por sus caracteristicas nutracéuticas, debido a que posee carbohidratos, proteinas, calcio,
grasas, fibra y cenizas (Salinas, 2010). En México, el consumo per cépita es de 0.80 kg., y los
principales estados productores en el 2012 fueron Sinaloa, Morelos, Puebla e Hidalgo; con una
produccion anual nacional de 93,818 t y valor de produccion de $ 555.7 millones de pesos
(SAGARPA, 2012); siendo en el estado de Morelos uno de los cultivos mas importantes como
alternativa de produccién en el ciclo otofio invierno, de la cual la mayoria es destinada para la
exportacion (INIFAP, 2002).

Por otra parte, las enfermedades de las plantas son importantes para el hombre debido a que
perjudican las plantas y sus productos (Montesinos et. al., 2007). La deteccion e identificacion
precisa es una de las mas importantes estrategias para controlar las enfermedades de las
plantas con medidas preventivas o curativas (Capote et al., 2012). El diagnostico es una forma
de prueba de hipdtesis, donde la hipotesis es simplemente la identificacion de la enfermedad, y
un buen diagnosticador pasa por multiples iteraciones del método cientifico; entonces pueden
ser necesarias extensas pruebas para determinar la identificacion del patdgeno de la planta
(Riley et al., 2002). La identificacion a nivel especie o cepa es frecuentemente esencial para
implementar una estrategia de manejo, debido a que diferentes genotipos/variedades
moleculares pueden también existir dentro de especies y pueden tener diferentes perfiles

patogénicos y niveles de virulencia hacia el hospedante (Tsui et al., 2011). El diagnostico
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molecular ofrece alternativas mas precisas para determinar la enfermedad, con las ventajas de
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles), secuenciacion de
ADN economica, y un banco de datos relativamente amplio de secuencias de ADN ribosomal,
es ahora posible caracterizar e identificar méas objetivamente las especies de hongos
(Harrington et al., 2000). La incorporacion de estas nuevas herramientas en los sistemas de
manejo de las enfermedades de las plantas son un reto, sin embargo, los beneficios a traves de
un uso eficiente de los fungicidas podrian ser considerables (McCartney et al., 2003).

En las principales regiones productoras del estado de Morelos, uno de los mayores problemas
que afecta la produccién de frijol ejotero en etapa de plantula, es la pudricion radicular
causada por hongos (damping off), trayendo como consecuencia pérdidas economicas
considerables. Por las consideraciones anteriores se decidio llevar a cabo el diagnostico

preciso de la enfermedad, para posteriormente implementar estrategias de manejo eficaces.

1.2 OBJETIVOS
Debido a que no se ha realizado un diagnostico y manejo eficiente de la pudricion radicular
del frijol ejotero en las principales regiones productoras del estado de Morelos, se llevo a cabo
la presente investigacion, planteando los siguientes objetivos:
+ Realizar el diagnostico de los patdgenos causantes de la pudricion radicular del frijol
ejotero, mediante la identificacion morfologica y molecular

< Aislar e identificar molecularmente cepas nativas de Trichoderma de varios cultivos

1.3 MATERIALES Y METODOS

1.3.1  Area de muestreo, material vegetal e incidencia
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En febrero de 2014, se realizé un muestreo sistematico en “W” de plantas de frijol ejotero
(Phaseolus vulgaris L.) con sintomas de pudricion radicular (Figura 3) en dos predios, uno de
14 has bajo condiciones de riego por goteo, ubicado en Telixtac, municipio de Axochiapan,
Mor., entre los paralelos geograficos 18° 34" 15.07” N y 98° 46" 28.98” W a 1,100 msnm, y el
segundo en un predio de Tepalcingo, Mor., entre los paralelos 18° 36’ 41.07” N y 98° 50’
21.65” S a una altitud de 1,189 msnm (Figura 4) (Google Earth, 2015). Ambos lugares de
muestreo se caracterizan por tener un clima calido Awp (w), con temperatura media anual
entre 22 y 26 °C, temperatura media del mes mas caliente mayor de 18 °C, las lluvias son de
verano (de mayo a octubre), con invierno seco (menos del 5% de la precipitacion total anual)
(Garcia, 2004). El tipo de suelo en los terrenos agricolas en Telixtac es una combinacion
edéafica de regosol éutrico - vertisol pélico con textura media, mientras que en Tepalcingo es
vertisol-pélico, con textura fina y fase pedregosa (Guerrero, 1993). Se calcul6 la incidencia de

la enfermedad muestreando 100 plantas al azar.

Figura 3. Sintomas de pudricion radicular en el estado de Morelos
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Figura 4. Localizacion de los lugares de muestreo

1.3.2  Aislamiento de plantas con sintomas

De las plantulas recolectadas en los predios, se hicieron cortes de raiz y cuello del tallo de 1
cm, los cuales presentaban parte sana y enferma, se lavaron con agua de la llave vy se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2.5% durante 2 minutos; posteriormente se lavaron
los trozos con agua destilada esterilizada durante 3 minutos y se secaron en papel esterilizado.
A continuacion, se sembraron cuatro trozos por caja Petri con papa-dextrosa-agar (PDA), y se
incubaron a 24 °C durante 7 dias. Se cuantificé la frecuencia de aislamiento con la siguiente
ecuacion:

FA = # muestras conteniendo un hongo en particular 100
= Total de muestras )(100)
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Por ultimo se procedié a purificar los hongos fitopatdgenos reaislando en cajas Petri

individuales, y posteriormente por medio de punta de hifa y monoconidial.

1.3.3  Aislamiento a partir de semillas
Se utiliz6 la técnica en placa Petri con medio de cultivo, de acuerdo con Dhingra y Sinclair
(1985) e ISTA (2014). Se desinfestaron 100 semillas con hipoclorito de sodio al 1% durante 1
min (Mahmoud et al., 2013), y se pusieron 10 semillas por cada placa Petri con medio PDA.
Se incubaron durante 7 dias a £24 C° a 12 horas luz y oscuridad.
La frecuencia de aislamiento (FA) y la abundancia relativa (AR) fueron calculados con las
siguientes ecuaciones (Pathak y Zaidi, 2013):

FA = # semillas conteniendo un hongo en particular 100
= Total de semillas utilizadas )(100)

AR — Total de nimero colonias de un hongo sobre la semilla 100
= Total de namero de colonias de todos los hongos )(100)

1.3.4  Identificacion morfolégica
De los cultivos puros obtenidos, se realizaron preparaciones en lactofenol y se observaron al
microscopio compuesto; para la identificacion de especies se utilizaron las claves taxonomicas

de Sneh et al. (1996), Watanabe (2002) y Leslie y Summerell (2006).

1.3.5 Prueba de patogenicidad
Se llevé a cabo la prueba de patogenicidad en vasos de poliestireno en condiciones de
invernadero, utilizando un suelo en una proporcién 1:1.5 v/v peat moss-limo, previamente

esterilizado en autoclave durante 30 min a 15 Ib pulg™.
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De un muestreo previamente realizado en Axochiapan, Mor., en una parcela comercial de
frijol ejotero, se obtuvieron dos aislamientos monoconidiales de Fusarium spp. (Leslie y
Summerell, 2006), y dos cultivos por medio de punta de hifa, de Rhizoctonia sp. y Sclerotium
sp. Los patogenos se sembraron en medio papa-dextrosa-agar (PDA) (Singleton et al., 1992).
Todos los patogenos fueron previamente identificados morfolégicamente. Los aislamientos
antes mencionados se cultivaron y se incrementaron para realizar la inoculacion como se
menciona a continuacion:

Fusarium spp. Se utilizaron granos de avena con glumas y lemmas, en un contenedor de 2 L,
se afadi6 aproximadamente 500 mL de avena y después se agregd agua de la llave
aproximadamente a 1 L de capacidad. Se mezclé bien para liberar las burbujas de aire y
humedecer totalmente la mezcla. Se puso el contenedor a 5 C° durante 24 h, para lixiviar los
compuestos fendlicos. Después de que la lixiviacion se completo, se invirtié el contenedor en
un escurridor para drenar el agua. Después de 5 a 10 min, se envolvio la avena con gasas y
exprimié hasta que no se pudo liberar méas agua. La avena ya drenada se distribuy6 en
matraces Erlenmeyer, los cuales fueron llenados hasta una profundidad de 5 cm. Los
recipientes se sellaron con un tapén grande de algodon y se llevaron al autoclave durante 60
min en dos dias sucesivos. Los contenedores fueron inoculados con discos de 1 cm de
diametro de PDA con micelio, a razon de 15 discos por 250 mL de avena. El material
inoculado se agitd vigorosamente para obtener una buena distribucion del inoculo. Se incubé
por 14 dias (Leslie y Summerell, 2006; Bateman, 2005).

Rhizoctonia sp. En matraces de 500 mL se colocaron 250 cm® de granos de avena sanos mas
150 mL de agua destilada, y se dejo reposar por 24 h a 4 C°. Posteriormente, se esterilizo en

autoclave por 2 h (en dos periodos de 1 h, con un tiempo de reposo de 3 h entre ambos
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periodos de esterilizacidn). Finalmente el grano se inoculé con el aislamiento de Rhizoctonia
creciendo en PDA, y enseguida se incubd durante tres semanas a temperatura ambiente 23+ 2
°C (Snehetal., 1991).

Sclerotium sp. Se prepar6 indculo en avena por imbibicion de semillas de avena con glumas y
lemmas, en agua a congelacion durante la noche, y luego se llevo al autoclave durante 120 min
en cada uno de los dos dias sucesivos (dos veces en periodos de 60 min). Posteriormente, la
semilla fue distribuida en matraces Erlenmeyer y se inocul6 con Sclerotium creciendo en PDA
de 3 dias de edad. EIl micelio se dejo crecer durante 3 semanas en condiciones de laboratorio

(25 C°) (Shokes et al, 1996).

1.3.5.1 Inoculacion con los hongos fitopatdgenos

En cuanto a Fusarium, plantas de 10 dias después de sembradas (etapa V2) en germinadores
de poliestireno, se extrajeron y se lavaron con agua de la llave, se cortaron las puntas de las
raices secundarias (1 cm aproximadamente) con la ayuda de unas tijeras esterilizadas, para
promover la infeccion, posteriormente se sumergieron durante 5 min en una suspension de 1 x
10° conidios mL™ (Pastor-Corrales y Abawi, 1987; Salgado y Schwartz, 1993). Las plantas
inoculadas fueron trasplantadas en vasos de poliestireno conteniendo peat moss/suelo (1:3
vIv).

Para Rhizoctonia y Sclerotium, se mezcld el indculo con el sustrato (peat moss/suelo, 1:3 v/v)
a una proporcion del 2% (p/p), posteriormente las plantulas de 10 dias de sembradas en
charolas de poliestireno, se trasplantaron en vasos del mismo material. Se mantuvo la
humedad regando cada tercer dia. Posteriormente, se monitore0 hasta observar los sintomas

correspondientes a cada hongo fitopatogeno.
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1.3.6  Identificacion molecular de los fitopatdgenos

1.3.6.1 Extraccion y purificacion de DNA
La extraccion de ADN se llevo a cabo por el método Multisource segun el fabricante (Axygen
Biosciences, 2015). Se colocaron de 5 a 50 mg de micelio en un mortero y posteriormente se
pulverizé con la mano de mortero. Se afiadieron 350 pLL de PBS y 0.9 uL de RNasa A. Se
molié suavemente por 30 s para homogenizar el PBS con el micelio. Se transfirio el micelio
homogenizado a un tubo de microcentrifuga de 2 mL. Se afadieron 20 puL de Proteinasa K y
150 pL de Buffer C-L. Se mezclo inmediatamente por vortex durante 1 min. Se incubo a 56
°C durante 15 min. Se centrifugd brevemente para eliminar las gotas del interior de la tapa. Se
afiadieron 350 pL de Buffer P-D a la muestra y se mezcl6 por vortex a maxima velocidad por
30 s. Se centrifugd por 10 min a 12,000 x g a temperatura ambiente para peletizar los residuos
celulares. Posteriormente se colocé una columna de Miniprep en un tubo de microcentrifuga.
Se pipeteo el sobrenadante clarificado obtenido en el paso anterior en la columna de Miniprep
y se centrifugd a 12,000 x g durante 1 min. Se desecho el filtrado del tubo de microcentrifuga.
Se coloco otra vez la columna Miniprep en el tubo de microcentrifuga de 2 mL y se pipeted
500 pL de Buffer W1 a la columna de Miniprep y se centrifugd por 1 min a 12,000 x g. Se
descartd el filtrado y se colocé otra vez la columna Miniprep en el tubo de microcentrifuga. Se
afiadieron 500 uL de Buffer W2 y se centrifug6 por 1 min a 12,000 x g. Se desech¢ el filtrado
del tubo de microcentrifuga y se repiti6 este paso de lavado con una alicuota de 700 pL de
Buffer W2. Se desecho el filtrado del tubo de microcentrifuga de 2 mL. Se colocé la columna
Miniprep de vuelta en el tubo de microcentrifuga de 2 mL y se centrifugd a 12,000 x g por 1

min. Se transfirid la columna Miniprep en un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. Para
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la elucion del ADN gendmico, se afiadieron 50 puL de eluente en el centro de la membrana. Se

deja por 1 min a temperatura ambiente y se centrifuga a 12,000 x g por 1 min.

1.3.6.2 PCR y secuenciacion
Las reacciones de PCR se realizaron con los oligos ITS-1fu 5’-tccgtaggtgaacctgcgg-3° vy el
ITS-4 5’-tcctecgcettattgatatge-3° (White et al., 1990), con una mezcla de reactivos en un
volumen final de 25 pL, cuyos componentes fueron: amortiguador de reaccién 1X, MgCl, 2
mM, dNTP’s 200 nM de cada uno, 20 pmoles de cada oligonucle6tido y 1 unidad de Taq
DNA polimerasa (Promega™"). El programa térmico consistié en mantener una temperatura de
94°C durante 2 min, seguido de 35 ciclos a 94-55-72 °C durante 20-25-50 s respectivamente, y
una extension final de 4 min a 72 °C. Los fragmentos amplificados por PCR fueron
secuenciados directamente. Las secuencias se editaron con el software BioEdit 7.2.5 (Tom
Hall Ibis Biosciences) (Hall, 2004), se creo la secuencia consenso utilizando la opcion CAP
(Contig Assembly Program) y se compararon los resultados con las secuencias disponibles en

el banco de genes (Gen Bank) del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI).

1.3.7  Obtencién de cepas nativas de Trichoderma

1.3.7.1 Muestreo de suelo
En varios lugares y cultivos (Cuadro 1) se obtuvieron cinco muestras de 1 kg de suelo con el
método de muestreo “cinco de oros”, las cuales se mezclaron y homogeneizaron para tomar
una muestra representativa de 1 kg (Arzate, 2006). En cada sitio de muestreo, se eliminé la
materia organica superficial y los primeros 10 cm de suelo, y se colectdé suelo a una
profundidad de 20 cm (Michel et al., 2001), se transporté en bolsas de polietileno al

laboratorio de Posgrado en el Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad
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Auténoma Chapingo, en donde se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C, hasta el momento de
su procesamiento.

Cuadro 1. Cultivos y localizacién geografica de lugares de muestreo

Lugar Localizacion geogréfica Cultivo Cultivo anterior
Axochiapan, Mor. 18° 34" 15” N Frijol ejotero Cebolla

98° 46" 28” W
Acéambaro, Gto. - Trigo Maiz
San Cristébal, Chis. 16°40° 38" N Frijol negro Maiz

92°42° 0” S

Teapa, Tab. 17°30° 21” N Cacao Cacao

92°54° 30”0
Edo. De México Esparrago = ----—-----
Los Mochis, Sinaloa Jitomate Jitomate

1.3.7.2 Aislamiento e identificacion morfoldgica de Trichoderma spp.
Los aislados de Trichoderma spp. se obtuvieron mediante el método de dilucion en placa
(Nelson et al., 1983). De la muestra compuesta, se utilizd 1 g de suelo diluido en 10 mL
(proporcion 1/10 p/v) de agua destilada estéril hasta obtener diluciones 1/100 y 1/1000, de las
cuales se tomaron alicuotas de 0.5 mL y se distribuyeron homogéneamente sobre la superficie
de placas con medio de cultivo VV8-agar acidificado [(200 mL de jugo V8, 25 g de agar (Difco
Laboratories, Detroi, MI) en 1,000 mL de agua destilada y 1 mL de &cido lactico adicionado
antes de vaciar] (Michel et al., 2001) y PDA, se incubaron a temperatura de laboratorio hasta
que se observd el desarrollo de colonias fungosas (Guigdn y Gonzalez, 2004). Las colonias de
Trichoderma spp. se reconocieron por su forma de crecimiento al formar anillos concéntricos
de conidios. Para identificarlas morfoldégicamente se utilizaron las claves propuestas por

Bissett (1984, 19914, 1991b) y Samuels et al., (2015).
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1.3.7.3 Identificacion molecular

1.3.7.3.1 Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realiz6 a partir de micelio de 3 cajas Petri con cepas de
Trichoderma aisladas de diferente origen geogréafico, y crecidas en medio PDA, para unas
cepas se utilizé el estuche DNeasy Plant Mini Kit siguiendo las instrucciones del fabricante
(QIAGEN, 2012) para las cepas CHI1, SIN2, GTO, y para las restantes, TB2, MOR4, SIN3,
MORZ2, CHI2, por el método de CTAB 2% con ligeras modificaciones (Doyle y Doyle, 1990).
Kit de QIAGEN®. Se macer6 de 5 a 50 mg de micelio usando Tissue Ruptor®. Se afiadieron
400 pL de buffer AP1 y 4 uL de RNasa A. Se dio una agitacion con vortex y se incubd por 10
min a 65 °C. Se invirtio el tubo 2-3 veces durante la incubacion. Se colocaron 130 pL de
buffer P3 y se mezclo e incub6 por 5 min en hielo. Se centrifug6 el lisado a 20,000 x g por 5
min. Se pipeteo el lisado en la columna giratoria trituradora QIA, puesto en un tubo de 2 mL
y se centrifugd por 2 min a 20,000 x g. Se transfirio el flujo a un nuevo tubo sin perturbar el
sedimento. Se afladieron 1.5 volumenes de buffer AWL1, y se mezclé por pipeteo.
Posteriormente se transfirieron 650 uL de la mezcla en una columna giratoria DNeasy Mini
puesto en un tubo colector de 2 mL. Se centrifugé por 1 min a 6,000 x g y se descarté el
sobrenadante. Se coloc6 la columna giratoria en un nuevo tubo colector de 2 mL. Se afiadieron
500 uL de buffer AW2, se centrifugd por 1 min a 6,000 x g y se desecho el sobrenadante. Se
afiadieron otros 500 puL de buffer AW2 y se centrifugd por 2 min a 20,000 x g. Despues se
removio la columna giratoria del tubo, cuidadosamente, de modo que la columna no estuviera
en contacto con el sobrenadante, y se transfirié a un nuevo tubo de microcentrifuga de 2 mL.
Por ultimo, se anadieron 100 pL de buffer AE para la elucion. Se incubé por 5 min a

temperatura ambiente y se centrifug6 por 1 min a 6,000 x g. Se repitio el altimo paso.
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Metodo CTAB 2%. Se precalentd el CTAB 2% en bafio maria, posteriormente se agrego 1
mL de CTAB en un tubo Eppendorf de 2 mL y se agregd micelio con una punta de
micropipeta. Se incubo a bafio Maria a 96 °C por 60 min y se mezclo a intervalos de 10 min.
Se centrifugd a 11,500 x g por 5 min y se paso el sobrenadante a tubos de 2 mL nuevos. Se
agregd 500 uL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se agitd por inversion 10 min a
temperatura ambiente. Se centrifug6 a 11,500 x g durante 10 min. Se extrajo la fase acuosa y
se coloco en tubos nuevos de 2 mL. Se agregaron 700 puL de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1), se agitd por inversion durante 10 min y se centrifugdé a 11,500 x g por 10 min. Se
transfirio la fase acuosa a tubos nuevos de 1.5 mL con 950 pL de etanol al 100% previamente
enfriados a -20 °C, se mezcl6 muy suavemente por inversion por al menos 10 veces. Se incubd
por 2 h a -20 °C. Se centrifug6é a 11,500 x g durante 30 min y decantd evitando perder la
pastilla. Posteriormente, se resuspendio la pastilla en 400 pL de agua HPLC e incub6 a 55 °C
por 15 min. Se anadieron 34 pL de NaOAc 3M y 1 mL de etanol 95% e incub¢ a -20 °C por 1
h. Se lavo con 600 pL de isopropanol 70% y centrifugd por 10 min a 11,500 x g. Se sec6 por
30 min. Pasado este tiempo, se resuspendi6 la pastilla en 50 pL. de agua HPLC e incub6 a 80
°C por 10 min. Se extrajo solo la parte superior del ADN dejando 10-20 uL de sobrenadante.

Por ultimo, se dio un spin, se cuantifico por espectrofotometria y se almaceno a -20 °C.

1.3.7.3.2 Amplificacion por PCR y secuenciacion

Se realizaron reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) universales para hongos, para las
cepas CHIL, SIN2 y GTO se utilizaron los oligos ITS-1fu (5’-tccgtaggtgaacctgcgg-3°) vy el
ITS-4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al., 1990), los cuales amplifican dos
espaciadores internos transcritos (ITS) y el gen 5.8S del ARN ribosomal; ademas del gen que

codifica para el factor de elongacion (tefl) utilizando los oligos EF-1/EF-2 cuyas secuencias
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son: 5’-ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3’ vy 5-GGARGTAACAGTSATCATGTT-3’,
respectivamente (O’Donnell et al., 1998). Para el resto de las cepas se utilizaron los oligos
ITSS (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) (White et al., 1990). El programa del termociclador para
amplificacion de la region ITS, se llevd a cabo como se menciond anteriormente; mientras que
para el factor de elongacion se sigui6 el programa 95°C durante 2 min, seguido de 35 ciclos a
94-50-72 °C durante 45-45-60 s respectivamente, y una extension final de 4 min a 72 °C. Los
productos de las reacciones de PCR fueron separados por electroforesis en geles de agarosa a
1.5% vy las bandas se observaron en un transiluminador de luz ultravioleta marca UVP. Los
fragmentos amplificados por PCR fueron secuenciados directamente. Se ensamblaron las
secuencias consenso y se editaron con la opcion CAP (Contig Assembly Program) del
Sofware BioEdit 7.2.5 (Tom Hall Ibis Biosciences) (Hall, 2004) y se compararon con

secuencias disponibles en el GenBank del NCBI.

1.4 RESULTADOS Y DISCUSION

1.4.1 Identificacion morfoldgica de hongos fitopatdgenos aislados de plantas
Las colonias aisladas de las raices y tallos de plantas de frijol ejotero, mostraron caracteristicas
diferentes en cuanto a pigmentacién y crecimiento micelial; se obtuvieron colonias cafés,
rosada-purpuras y blancas algodonosas (Figura 5). La identificacion se logré hasta nivel
especie para Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii, mientras que solo se logré a nivel género
para Fusarium spp. En el predio Tepalcingo se encontrd una alta incidencia de pudricion
radicular (92 %); y en ambos predios se encontrd una alta frecuencia de S. rolfsii, seguido de

las cepas de Fusarium (Cuadro 2). Sin embargo, ha sido demostrado que la frecuencia de
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aislamiento de hongos que afectan la raiz en frijol, varia por region y ciclo de cultivo (Rusuku
etal., 1997).

Cuadro 2. Incidencia y frecuencia de aislamientos de hongos fitopatogenos en los predios
muestreados.

. Superficie Incidencia " . Fusarium
Predio (Ha) (%) S. rolfsii R. solani Spp.
Telixtac, 14 66 31 20 18
Mor.
Tepalcingo, 4 92 44 5 30
Mor.

1.4.1.1 Rhizoctonia solani
Se aislé un hongo que mostré las caracteristicas fenotipicas siguientes: colonias con
pigmentacion café claro, micelio color café oscuro, hifas gruesas con ramificaciones en angulo
recto, constriccion en el punto de origen de la ramificacion, formacion de una septa cercana al
origen de la rama y un septo tipico doliporo. También present6 células monilioides, y algunas
veces agregados de micelio formando esclerocios en medio de cultivo PDA (Figura 6); estas

caracteristicas coinciden con las citadas para R. solani por Sneh (1996), y Watanabe (2002).

Figura 5. Hongos aislados del hipocotilo y raiz de plantas de frijol con sintomas de pudricién.

35



Diagnéstico y manejo de la pudricion radicular del frijol ejotero (Phaseolus vulgaris L.)

Dionicio Fuentes Aragon Capitulo I1

Figura 6. Rhizoctonia solani. a, micelio en &ngulo recto; b, células monilioides; c, cultivo en
PDA; d, formacion de esclerocio.

1.4.1.2 Sclerotium rolfsii
Este hongo mostré caracteristicas muy distintivas en medio de cultivo PDA, produciendo
micelio aéreo blanco y formacion de abundantes esclerocios color café claro, con una longitud
de 1.0-1.5 mm de didmetro. EIl crecimiento micelial fue rapido. Se observaron hifas hialinas,
con pared celular delgada, formacion de septaciones y diversidad de ramificaciones. Los

esclerocios globosos o subglobosos, superficie lisa, lustrosos, compactos (Figura 7).
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Figura 7. Sclerotium rolfsii. a, cultivo en PDA,; b, formacion de esclerocio; c, fibula; d,
esclerocios.

1.4.1.3 Fusarium spp.
Las cepas mostraron una tasa de crecimiento lenta, color rosado-purpura, las cuales formaron
microconidios abundantes, con dos septos, hialinos y elipticos. Los macroconidios presentan
de tres a seis septos, ligeramente curvados, delgadas paredes celulares. Alta produccion de
microconidios en medio PDA, en condiciones de laboratorio (25 +3 °C) (Figura 8). Esto

concuerda con Barnett y Hunter (1998) y Leslie y Summerell (2002).
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Figura 8. Microconidios y macroconidios de Fusarium spp.

1.4.2  Identificacion morfoldgica de hongos aislados de semilla

Alrededor del 90% de los cultivos para alimento son sembrados utilizando semillas, los cuales
son atacados por patdgenos, que son en su mayoria transmitidos por la semilla. Las semillas
que presentan patdgenos reducen el vigor y potencial germinativo, produciendo desarrollo de
enfermedades después de la germinacion, decoloracion, cambios bioquimicos y, por lo tanto,
reduccion del rendimiento (Agarwal y Sinclair, 1996).

En la presente investigacion, los hongos aislados de semillas de frijol ejotero variedad Strike’,
correspondieron al género Aspergillus (Figura 9 y 10), los cuales no fueron de importancia
patogénica en el cultivo, ademas, en el ensayo con semillas tratadas con Cruiser Maxx Beans®
(fludioxonil + metalaxil-M + tiametoxam) las frecuencias de aislamiento fueron muy bajas
(Cuadro 3). Se ha reportado en diversos cultivos la transmisién por semilla de Rhizoctonia
(Sivalingam et al., 2006) y Fusarium spp. (Mbofung y Pryor, 2010; Sousa et al., 2015),
especies presentes en la mayoria de las enfermedades de raiz; ademas, se han reportado

hongos productores de micotoxinas que se transmiten por semilla en frijol (Costa y Scussel,
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2002; Domijan et al., 2005), lo cual tiene relevancia cuando las semillas son para consumo
humano y animal.

También se encontrd en baja frecuencia de aislamiento el género Cheatomium sp. (7 %)
(Figura 10), lo cual podria ser benéfico para el cultivo debido a que ha sido demostrado que
posee efectividad como agente de biocontrol contra Fusarium, S. rolfsii, Phytophthora, R.
solani y Colletotrichum capsici (Soytong et al., 2001; Gao et al.,, 2005; Tomilova y
Shternshis, 2006), debido a la alta capacidad de competencia por nutrientes, antibiosis y

enzimas (Aggarwal, 2015).

Figura 9. Prueba de hongos en semillas de frijol ejotero variedad "Strike".

Figura 10. Hongos encontrados en semillas de frijol ejotero variedad "Strike”. a, b,
conidioforo y conidios de Aspergillus sp.; ¢, ascosporas de Chaetomium sp.
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Cuadro 3. Frecuencia de asilamiento (FA) y abundancia relativa (AR) de los hongos presentes
en las semillas de frijol ejotero variedad “Strike”.

NO TRATADA TRATADA
HONGO FA (%) AR (%) FA (%) AR (%)
Aspergillus spp. 32 84.21 0 0
Chaetomium sp. 7 15.79 0 0

1.4.3  Prueba de patogenicidad
A los 4 dias después de la inoculacién de R. solani, se observaron sintomas severos en la
planta (Figura 11), los cuales son una pudricion acuosa superficial del hipocotilo de las
plantas, ademas de coloracion rojiza; mientras que S. rolfsii fue a los 6 dias después de la
inoculacion, en las cuales las lesiones son mas profundas (Figura 12). Para el caso de los
aislamientos de Fusarium, no resultaron ser patogénicas, tomando como base la evaluacion a
los 25 dias después de la inoculacion, pudiendo ser enddfitas. Se han encontrado diversidad de
aislamientos de F. oxysporum endofitos no patogénicos en hipocotilos y raices de frijol
(Alves-Santos et al., 1999; Dhingra et al., 2006); los cuales también poseen potencial
antagénico contra la misma especie pero patogénica (Postma y Rattink, 1992; Shishido et al.,
2005), debido a que induce resistencia sistémica y/o compite por nutrientes con las especies
patogenas (Larkin y Fravel, 1999), aunque se ha demostrado que puede haber trasferencia
horizontal de cromosomas entre cepas de F. oxysporum, convirtiéndose de una cepa no

patogénica a patogenica (Ma et al., 2010).

1.4.4  ldentificacion molecular de hongos fitopatdégenos
Se logré la amplificacion de la region ITS del DNA ribosomal de los hongos fitopatdgenos

gue se encontraron con mayor frecuencia y resultaron altamente patogénicos en las pruebas de
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invernadero. Se obtuvieron productos de longitud variable, de 611 y 649 pb, aproximadamente
(Figura 13). Las secuencias obtenidas se compararon con las del GenBank para encontrar

similitud de especies (Cuadro 4).

Figura 11. Sintomas causados por R. solani Kiihn en plantulas de frijol.

Cuadro 4. Identificacion morfoldgica y molecular por PCR-ITS de los hongos causantes de la
pudricion radical del frijol ejotero, basada en la comparacién de sus secuencias con la base de
datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Identificacién Identificacién indice de similaridad  Secuencia con mayor
morfolégica molecular (%) similitud

R. solani R. solani 100 JQ616856

S. rolfsii Athelia rolfsii 100 HQ420816
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Figura 12. Sintomas causados por S. rolfsii Sacc. en plantulas de frijol.

1 2 M

Figura 13. Amplificacion por PCR a partir de DNA extraido del micelio de 1. R. solaniy 2. S.
rolfsii. Los productos de amplificacion obtenidos en los carriles 1y 2 fueron de 649 y 611 pb
respectivamente. M es el marcador de peso molecular 100 bp-Ladder de Axygen.

1.45 Identificacion de cepas de Trichoderma

1.4.5.1 Identificacion morfoldgica

Las colonias aisladas de muestras de suelo recolectadas en varios estados de la republica
mexicana mostraron caracteristicas diferentes en cuanto a pigmentacion y crecimiento
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micelial; se obtuvieron colonias verdes, blanco amarillentas y blanco verdosas (Figura 14); las
cuales se identificaron a nivel de especie, tomando en cuenta las caracteristicas morfolégicas
de: conidios hialinos, ovoides y unicelulares, desarrollandose en la parte terminal de las
filiades (Figura 15) (Bissett, 1984; 1991a; 1991b; Samuels et al., 2015). Se incluye una cepa
comercial y la cepa COCULA (T. asperellum), identificada y proporcionada por Diaz et al.,

(2015).

Figura 14. Cepas de Trichoderma aisladas de suelo de diferentes lugares y cepa comercial.
a-c, f, T. harzianum (MOR2, MOR4, GTO, CHI2); d, e, T. koningiopsis (TB2, CHI1); g, h, T.
spp. (ESP, SIN1); i-k, T. asperellum (SIN2, SIN3, COCULA); |, T. virens (cepa comercial).
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Figura 15. Caracteristicas morfoldgicas de las cepas aisladas del suelo. Conidiéforos, fidlides
y conidios. a, MOR2, b, MOR4; ¢, GTO; d, TB2; e, CHIL; f, ESP; g, SIN1; h, COCULA i,
SIN2; j, SIN3.

1.4.5.2 ldentificacion molecular
A partir de las amplificaciones con los primers ITS4/ITS5, y EF-1/EF-2 se obtuvieron
fragmentos de 600 y 900 pares de bases (bp) aproximadamente para la region ITS y el Factor
de elongacién, respectivamente (Figura 16). Los resultados del alineamiento BLAST

confirmaron que los aislamientos MOR2, MOR4, GTO, CHI2 correspondieron a T.
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harzianum, TB2 y CHI1 a T. koningiopsis y, SIN2 y SIN3 a T. asperellum. Los aislamientos
ESP y SIN1, se identificaron solamente con métodos morfolégicos, resultando T. asperellum

para ambos (Cuadro 5).

M 1 2 3

1,000 pb =>
800 pb =>»

600 pb ==

Figura 16. Amplificacion por PCR del ADN de micelio de Trichoderma. Carril 1, CHI1; carril
2, SIN2; carril 3, GTO. M, marcador de peso molecular 100 bp-Ladder de Axygen. a, Factor
de elongacién (gen tefl); b, region ITS.

Cuadro 5. Identificacion de las cepas de Trichoderma aisladas.

Comparacién

Cepa Procedencia I. Morfoldgica I. Molecular con GenBank
MOR2 Morelos T. harzianum T. harzianum KP340282
MOR4 Morelos T. harzianum T. harzianum GU197857
GTO Guanajuato T. harzianum T. harzianum® KP340274
TB2 Tabasco T.sp.2 T. koningiopsis HQ608031
CHI1 Chiapas T. 5p.2 T. koningiopsis® KR296904
CHI2 Chiapas T. harzianum T. harzianum KM278037
ESP Edo. México T.asperellum  csmemmmmemeee
SIN1 Sinaloa T.asperellum e
SIN2 Sinaloa T.asperellum  T.asperellum® KM527926
SIN3 Sinaloa T.asperellum  T.asperellum LC075715
COCULA! Guerrero T.asperellum  T.asperellum

Proporcionada por Diaz et al., (2015). “Identificada a nivel género. *Misma especie obtenida
en el BLAST con la region ITS y Factor de Elongacion (gen tefl).
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15 CONCLUSIONES

Los hongos causantes de la pudricion radicular del frijol ejotero fueron Rhizoctonia solani y
Sclerotium rolfsii, mismos que fueron identificados morfolégicamente, y corroborados por
PCR y secuenciacion. Estas especies indujeron sintomas a los 4 y 6 dias después de la
inoculacion, para R. solani y S. rolfsii, respectivamente. R. solani indujo pudricién acuosa
superficial y coloracion rojiza del hipocotilo de las plantulas; por su parte, S. rolfsii las
lesiones acuosas son mas profundas. Fusarium sp. no produjo sintomas a los 25 dias después
de la inoculacion.

En la semilla comercial de frijol ejotero variedad “Strike” sin tratar con algun fungicida, se
encontraron Aspergillus sp. y Chaetomium sp., hongos sin relevancia fitopatogénica, mientras
que en la semilla tratada con Cruiser Maxx Beans (fludioxonil + metalaxyl-M + thiametoxam)
no se observo presencia de ningun hongo. En cuanto al agente de biocontrol Trichoderma, se
aislaron 10 cepas diferentes en suelos de cinco cultivos diferentes, las cuales se identificaron
con método morfoldgicos y moleculares amplificando por PCR y secuenciacion, la region ITS
y, [en algunas cepas ademas el factor de elongacion (Tefl)], resultando cuatro cepas como T.

harzianum, dos como T. koningiopsis y cuatro T. asperellum.
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CAPITULO I11l. POTENCIAL ANTAGONICO in vitro DE CEPAS DE Trichoderma
CONTRA Rhizoctonia solani Kihn y Sclerotium rolfsii Sacc., CAUSANTES DE LA

PUDRICION RADICULAR DEL FRIJOL EJOTERO

1.1 INTRODUCCION

Trichoderma spp. juega un papel importante como agente de control bioldgico, debido a su
alto potencial como biofungicida (Howell, 2003), bioherbicida (Verma et al., 2007),
bionematicida (Affokpon et al., 2011; Zhang et al., 2015), inductor de resistencia (Harman et
al., 2004) y promotor de crecimiento de las plantas (Verma et al., 2007; Hoyos et al., 2009).
La mayoria de las especies producen metabolitos difusibles y volatiles toxicos con efectos
negativos en el crecimiento y desarrollo de hongos fitopatdégenos (Qualhato et al., 2013), asi
como su alto potencial micoparasitico (Brotman et al., 2010).

Estd ampliamente demostrado que controla hongos patégenos de la raiz de muchos cultivos,
tales como Rhizoctonia solani (Anees et al., 2010), Sclerotium rolfsii (Elad et al., 1980;
Harman, 2000), Fusarium spp. (Rojo et al., 2007), y Pythium (Naseby et al., 2000; Kamala &
Indira, 2011).

Los estudios actuales aseguran la eficiencia de Trichoderma como agente de control bioldgico
contra hongos fitopatdgenos del suelo e indican la necesidad de la produccion y desarrollo de
agentes de biocontrol basado en Trichoderma, para servir como un modelo de control
favorable al medio ambiente (John et al., 2010; Schuster & Schmoll, 2010). Ademas, la
aplicacion de metabolitos de Trichoderma para la proteccion de cultivos, tales como los

inductores de defensa del hospedante y antibioticos, pueden llegar a ser una realidad en un
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futuro préximo, debido a que pueden ser producidos a bajo costo y en grandes cantidades a
escala industrial (Vinale et al., 2008).

La caracterizacion e identificacion de cepas a nivel especie es el primer paso en la utilizacion
del potencial total de especies de Trichoderma para aplicaciones especificas (Lieckfeldt et al.,
1999), y el estudio in vitro con diferentes bioensayos es un método efectivo y rapido para
identificar cepas con potencial antagonico (Schubert el al., 2008; Narsimha et al., 2014). El
mejor método para obtener cepas con potencial antagonico es aislarlas de suelos o plantas
donde estd creciendo bajo condiciones de temperatura, humedad y disponibilidad de
nutrientes, y donde estd presente la enfermedad a controlar (Howell, 2003). Por las
consideraciones anteriores, se evaluaron cepas nativas de Trichoderma asiladas en diferentes
estados de la republica mexicana, para el control de los hongos fitopatdgenos causantes de la

pudricion radicular del frijol ejotero.

1.2 OBJETIVOS E HIPOTESIS

1.2.1  Objetivos

v Determinar la tasa de crecimiento de los hongos fitopatégenos y las cepas de
Trichoderma aisladas e identificadas previamente (Capitulo 1)

v Evaluar el efecto micoparasitico de las cepas aisladas, en Rhizoctonia solani y
Sclerotium rolfsii

v’ Evaluar el efecto antagonico de los metabolitos difusibles y volatiles producidos por

las cepas de Trichoderma contra Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii

1.2.2  Hipotesis
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v’ Las cepas de Trichoderma tienen efecto micoparasitico contra los hongos
fitopatdgenos
v' Las cepas de Trichoderma producen metabolitos difusibles o volatiles con efecto

antagoénico contra R. solani y/o S. rolfsii.

1.3 MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizd en el laboratorio de Posgrado en Proteccion Vegetal,
perteneciente al Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Auténoma
Chapingo. Las cepas fueron previamente identificadas con meétodos moleculares y

morfologicos (Capitulo I1).

1.3.1  Tasa de crecimiento y esporulacion

Para caracterizar las cepas, la tasa de crecimiento del micelio y su capacidad de esporulacion,
se sembraron discos de 5 mm de diametro con micelio de 5 dias de incubacién del borde de los
cultivos activos y se colocaron en el centro de la caja Petri con PDA por triplicado y se incubd
a 25 C°, 12 horas luz/oscuridad y 40% de humedad relativa. Se midié el crecimiento radial en
dos direcciones diametralmente opuestas hasta que se cubriera totalmente la superficie del
medio (Michel, 2001). Las tasas de crecimiento de las cepas fueron calculadas de acuerdo con
Zadoks y Schein (1979) utilizando la ecuacion:

G- G

TC =
;=T

Dénde, TC=Tasa de crecimiento (mm h™); C,=crecimiento final (mm); C,=crecimiento inicial
(mm); T,=tiempo final; Ty=tiempo inicial.

Este bioensayo se realizo usando 13 tratamientos que corresponden a las cepas aisladas de
Trichoderma spp., una cepa comercial de referencia y el testigo, arreglados en un disefio
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completamente al azar con 3 repeticiones. Los datos se sometieron a un analisis de varianza y
comparaciones multiples de medias usando la prueba de Fisher (Diferencia Minima
Significativa; DMS) con nivel de significancia al 5%., utilizando el paquete estadistico SAS
(SAS, 2014).

Por otra parte, la esporulacion asexual de especies de hongos con potencial antagénico como
Trichoderma, es de gran importancia agricola, debido a que los conidios son usados como
inoculo en formulaciones convencionales y comerciales contra diversidad de hongos
fitopatdgenos (Carreras-Villasefior, 2012). El grado de esporulacién se estimo visualmente
después de 12 dias de incubacion. Se clasifico como muy abundante cuando fue muy visible y
cubria toda la superficie del medio; abundante cuando cubria mas del 50% de la superficie; y

escaso cuando cubria menos del 10% de la superficie (Michel, 2001).

1.3.2  Prueba de micoparasitismo

Con el objeto de evaluar la accion micoparasitica de Trichoderma spp. sobre los fitopatégenos
aislados se utiliz6 la técnica de cultivos duales (Dhingra y Sinclair, 1995; Rahaman et al.,
2009), estudiando la interaccion entre cada una de las cepas de Trichoderma con cada una de
las especies de fitopatdgenos.

Se prepararon cajas Petri de 8 cm de diametro con PDA, en las cuales se pusieron un disco de
8 mm con los fitopatdgenos en crecimiento activo, colocados a 0.5 cm de la periferia; asi
mismo, se colocaron cada una de las cepas de Trichoderma a 0.5 cm de la periferia en el lado
opuesto del patdgeno. Posteriormente se incubaron a 25 C°. Se midio el crecimiento radial de
ambas colonias cada 24 h con ayuda de una regla graduada en milimetros (mm). Las lecturas
de crecimiento radial fueron transformadas en porcentaje de inhibicién usando la formula

desarrollada por Skidmore y Dickinson (1976):
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Pl = ((R1-R2)/R1) x100,

Donde, R2=crecimiento radial del patdgeno en confrontacion con Trichoderma, y
R1=crecimiento radial del patdgeno en el control. Los tratamientos se arreglaron en un disefio
completamente al azar con tres repeticiones. Los datos se sometieron a un analisis de varianza
y comparaciones multiples de medias usando la prueba de Fisher (Diferencia Minima
Significativa; DMS) con nivel de significancia al 5%., utilizando el paquete estadistico SAS
(SAS, 2014).

Las cepas se caracterizaron de acuerdo a la clasificacion de antagonismo de Bell et al. (1982),
dénde 1=Trichoderma sobrepasa completamente al patdgeno y cubre totalmente la superficie
del medio, 2=Trichoderma sobrecrece las dos terceras partes de la superficie del medio,
3=Trichoderma y el patdgeno colonizan cada uno aproximadamente la mitad de la superficie y
ningn organismo parece dominar al otro, 4=el patdgeno coloniza las dos terceras partes de la
superficie del medio y parece resistir a la invasion por Trichoderma y 5=el patdgeno

sobrecrece completamente a Trichoderma y ocupa la superficie total del medio.

1.3.3  Prueba de metabolitos difusibles
Se llevo a cabo utilizando el método del celofan (Dennis y Webster, 1971a), que se describe a
continuacion: papel celofan estéril cortado a la medida de la caja Petri (8 cm de didmetro) se
colocé en condiciones asepticas sobre el medio papa-dextrosa-agar (PDA); inmediatamente se
inoculd cada caja en la parte central sobre el papel celofan con discos de 8 mm de diametro
con cada uno de los diferentes aislados de Trichoderma spp. de 10 dias de edad, crecidos en
PDA. Después de la inoculacién, 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 retird

cuidadosamente para evitar que cayeran conidios en el medio PDA. Inmediatamente se
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inoculé nuevamente en el centro de esta misma caja Petri, con un disco de 8 mm de los hongos
fitopatdgenos. El cultivo se incubd a 25 C°, y el didmetro de la colonia se midi6 a las 72 h,
tiempo en el que los testigos cubrieron totalmente la caja. Se utilizo un disefio completamente
al azar con tres repeticiones.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento del micelio de las especies fitopatdgenos, se
calculd con la siguiente formula, % inhibicion = [(D1 - D2) / D1 x 100] en donde, D1 =
diametro de la colonia del fitopatdgenos creciendo en donde antes crecid el mismo
fitopatdégeno y D2 = diametro de la colonia del fitopatdgenos creciendo en cajas donde antes

crecio Trichoderma spp. (Worasatit et al., 1994).

1.3.4  Prueba de metabolitos volatiles
Los metabolitos volatiles tienen importancia agricola debido a su potencial antagonico para el
manejo de fitopatdgenos y reducir o combinar el uso de fungicidas en la proteccion de cultivos
(Morath et al., 2012). El efecto de los metabolitos volatiles de las cepas de Trichoderma fue
evaluado mediante el crecimiento micelial del patégeno por el método de Dennis y Webster
(1971b). Se colocé un disco de 8 mm de didmetro de cultivos de 7 dias, obtenidos del margen
de crecimiento de cada cepa de Trichoderma, y puestos en el centro de placas Petri con PDA e
incubadas a 25 £ 2 °C por 48 h. En las placas testigo, se coloco un disco de PDA esteéril en el
centro de éstas. Al finalizar el periodo de incubacion, la tapa de cada placa fue remplazada con
la base de otra, en la cual previamente se colocé un disco de 8 mm de PDA con el patdgeno vy,
se sellaron con papel adhesivo. Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con
tres repeticiones. El crecimiento radial de los patogenos fue registrado cada 24 h y el

porcentaje de inhibicion se calculé como se menciono anteriormente (Worasitit et al., 1994).
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1.4 RESULTADOS Y DISCUSION

1.4.1 Tasa de crecimiento
La tasa de crecimiento (TC) es una herramienta fisiologica util para predecir la habilidad de
biocontrol de las cepas de Trichoderma (Uzunovic and Webber, 1998) por lo que es utilizada
como una primera referencia al caracterizar cepas nuevas (Hermosa et al., 2000), asi como
también la TC de los hongos fitopatdgenos, la cual esta relacionada con la capacidad de escape

al antagonismo y antibiosis de Trichoderma.

45 -

40 - 11.56 mm dia?

35 8.83 mm dia?

30 -

25 -

€20 - ~#—R. solani
15 - S. rolfsii
10 -
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Figura 17. Tasa de crecimiento de los fitopatdgenos

Para los hongos fitopatogenos la mayor TC la presentd R. solani (11.55 mm dia™) sobre S.
rolfsii (8.83 mm dia™) (Figura 17); por su parte, Sclerotium indujo sintomas severos a los 7
dias en las pruebas de patogenicidad con respecto a Rhizoctonia, a los 4 dias (Capitulo II).

En cuanto a las cepas de Trichoderma, en el Analisis de Varianza se observaron diferencias

significativas (0=0.05) en la TC. La cepa que resultdé crecer mas rapido fue T. harzianum
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(CHI2) (14 mm dia™), y la que presenté menor TC fue T. koningiopsis (TB2) (10.66 mm dia™)
(Cuadro 6).

Cuadro 6. Grado de esporulacion, clase de antagonismo y TC de las cepas de Trichoderma

Clase de
CEPA Especie Grado d_e, Antagonismo TC,
Esporulacion > — (mm dia-1)
R. solani S. rolfsii

CHI2 Trichoderma harzianum Abundante v v 14 a
SIN2 Trichoderma asperellum Muy abundante I I 12.66 ab
MORA4 Trichoderma harzianum Abundante v v 12.66 ab
ESP Trichoderma asperellum** Muy abundante v I 12.66 ab
SIN3 Trichoderma asperellum Abundante I I 12.66 ab
SIN1 Trichoderma asperellum** Muy abundante v I 1233 b
MOR2 Trichoderma harzianum Abundante i v 1233 b
CHI1 Trichoderma koningiopsis ~ Abundante Il Il 12 bc
VIRENS  Trichoderma virens Muy abundante Il Il 11.66 bc
COCULA Trichoderma asperellum Muy abundante v Il 115 bc
GTO Trichoderma harzianum Muy abundante Il v 11.33 bc
TB2 Trichoderma koningiopsis  Escasa I I 1066 ¢

P>F 0.0176

C.v. 7.28

DMS 1.49

* Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes, prueba de Fisher (DMS), con
nivel de significancia al 5%. **Identificacion morfoldgica.

Lo anterior no fue consistente con el porcentaje de inhibicién de los hongos fitopatdgenos in
vitro evaluados en este trabajo, puesto que la cepa CHI2 present6 resultados inferiores en los
tres ensayos de antagonismo con respecto a la cepa TB2, que fue una de las mejores (Cuadro
7). Por su parte R. solani tuvo una TC similar a la mayoria de las cepas de biocontrol, mientras
que S. rolfsii fue menor a todas ellas, Nuevamente, estos resultados no tienen relacion al
porcentaje de inhibicion debido a que presentaron un comportamiento contrario, mostrando
inhibiciones menores a S. rolfsii respecto a R. solani.

En relacion al grado de esporulacion en medio de cultivo PDA y 12 h luz/oscuridad, en todas

las cepas evaluadas se observd esporulacion muy abundante y abundante, excepto para
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Trichoderma koningiopsis (TB2), la cual fue muy escasa (Cuadro 6). Los mecanismos
moleculares de produccion de conidios por las cepas de Trichoderma es muy complejo, puesto
que esta influenciado por diversos factores como la luz, recurso del carbon y nitrégeno, ritmos
circadianos, relacion C:N, pH del medio de cultivo, sefializacion celular por Ca®, dafio micelial
y por compuestos organicos volatiles (Steyaert et al., 2010); por lo tanto, es muy dificil medir
con precision la esporulacion y establecer con certeza que factor esté inhibiendo la produccién

de conidios, lo cual puede cambiar si varia algin factor mencionado anteriormente.

1.4.2  Ensayos de antagonismo

En el ensayo de micoparasitismo, las cepas SIN2 (T. asperellum), SIN3 (T. asperellum) y TB2
(T. koningiopsis) resultaron ser las mas eficientes para inhibir el crecimiento micelial de
Rhizoctonia solani (57.38, 54.54 y 53.40 %, respectivamente) (Figura 18 y 20), las cuales se
clasificaron en grado de antagonismo Il y 11, las dos primeras cepas y la Gltima mencionada,
respectivamente (Cuadro 7); estos resultados fueron altos en contraste con resultados de
diversos ensayos, donde los maximos porcentajes de inhibicion fueron 46.31 % con T. gamsii
(Anees et al., 2010), 42.50 % con T. harzianum (Sallam et al., 2008), mientras que en otros
ensayos se encontraron porcentajes mayores (59%) con las especies T. longibrachiatum, T.
virens, T. viride y T. harzianum (Rini y Sulochana, 2007) y 100 % de inhibicion con la especie
T. aureoviride (Kotasthane et al., 2015). Mientras que para Sclerotium rolfsii, las mejores
cepas fueron SIN3 (T. asperellum), SIN1 (T. asperellum) y ESP (T. asperellum) (49.21, 49.21
y 46.08 %, respectivamente) (Figura 18 y 22), las cuales presentaron grado Il de antagonismo.
Paramasivan et al. (2014) obtuvieron porcentajes de inhibicion que variaron del 71.19 al 22.92

% con T. viride, resultados similares con el presente trabajo.
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Figura 18. Inhibicion por micoparasitismo a las 72 h. a-d, R. solani; e-h, S. rolfsii; a, T.
asperellum (SIN2); b, e, T. asperellum (SIN3); c, T. koningiopsis (TB2); d, h, cepa comercial
(T. virens); f, SIN1; g, ESP, i, Control R. solani.
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Figura 19. Inhibicion por metabolitos difusibles a las 72 h. a-c, R. solani; e-h, S. rolfsii. a, h,
T. asperellum (COCULA); b, T. koningiopsis (TB2); ¢, g, ESP; d, control R. solani; e, T.
virens (cepa comercial); f, SINZ1; i, control S. rolfsii.

En metabolitos difusibles, las mejores cepas inhibiendo a R. solani fueron T. asperellum
(COCULA), T. koningiopsis (TB2), T. virens (Comercial), y T. asperellum (ESP) con 100,

99.04, 98.09 y 95.24 % (Figura 19 y 20), aunque no hubo diferencia estadistica significativa
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con las cepas T. asperellum (SIN2 y SIN3), T. asperellum. (SIN1), y T. koningiopsis (CHI1)
(Cuadro 7). En otros estudios, se obtuvo un porcentaje de inhibicién menor con las especies T.
asperellum (74.4 %), T. harzianum (67.8 %) (Asad et al., 2014), T. gamsii (75.62 %) (Anees
et al., 2010). En el caso del S. rolfsii, las mejores cepas fueron T. virens (Comercial), T.
asperellum (SIN1, ESP y COCULA), con porcentajes de inhibicion del 97.72 % para las
primeras tres, y 95.45 % para la dltima (Figura 19), aunque no se observo diferencia
estadistica con T. asperellum (SIN2 y SIN3). Resultados similares se obtuvieron con T.
asperellum (100 y 99.96 %), T. harzianum (86.45 %) (John et al., 2015), T. viride (63.4 y

70.10 %) (Paramasivan et al., 2014; Parmar et al., 2015).

Il ~nt=gonisme
Il Cifusibles
B /olatiles

Inhibician (%]

MORZ  MOR4 GTD TB2 CHI1 CHIz ESP SINT SIM2 SIN3  COCULA VIRENS

Cepas

Figura 20. Antagonismo de las cepas de Trichoderma contra Rhizoctonia solani.

Por ultimo, en los metabolitos volatiles que inhibieron R. solani, las cepas con mayores

eficacias fueron T. koningiopsis (TB2) y T. asperellum (COCULA) con 85.71 y 84.28 % de
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inhibicién (Figura 20 y 21); mientras que en algunos estudios se reportan valores inferiores,
32.09 % con T. atroviride (Anees et al., 2010), y 66 % con T. asperellum (Qualhato et al.,

2013).

Figura 21. Inhibicion por metabolitos volatiles. a-c, R. solani; e-h, S. rolfsii. a, T. koningiopsis
(TB2); b, T. asperellum (COCULA); c, e, T. virens (comercial); d, control R. solani; f, T.
koningiopsis (CHI1); g, T. harzianum (MOR2); h, T. asperellum (SIN2).
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En el caso de S. rolfsii todas las cepas no mostraron diferencias significativas (Cuadro 7),
fluctuando el porcentaje de inhibicion del 21 al 70.47 %, excepto para MOR2 (T. harzianum),
que alcanzo el 3.34 % (Figura 21 y 22). Resultados similares se encontraron con T. viride
(63.87 %) (Paramasivan et al., 2014).

Aunque se evaluaron las mismas especies, el porcentaje de inhibicion varia, esto podria
deberse al lugar de aislamiento de las cepas (Paramasivan et al., 2014), asi mismo, el tiempo
de evaluacién incrementa ligeramente los porcentajes de inhibicion. También se ha observado
gue la misma cepa evaluada contra diferentes hongos fitopatdgenos presenta diferentes

resultados, posiblemente a las caracteristicas bioldgicas de los fitopatdgenos.

100

B icoparasitisme
Il Difusibles
Bl Vvolatiles

Inhibicion (%)

MORZ2  MOR4 GTO T82 CHI1 CHI2 ESP SIN1 SIN2 SIN3 COCULA VIRENS

Cepss

Figura 22. Antagonismo de las cepas de Trichoderma contra Sclerotium rolfsii.
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Cuadro 7: Efecto in vitro del micoparasitismo y compuestos difusibles y volatiles sobre la inhibicion de Rhizoctonia solani Kiihn'y
Sclerotium rolfsii Sacc.

Cepa Idﬁ/lntificacién Rhizoctonia solani Sclerotium rolfsii
olecular
MIC?. DIF. VOL. MIC. DIF. VOL.

MOR2 Trichoderma harzianum* 46.58 b 65.23 b 1952 d 28.89 de 67.04 b 334 b
MOR4 Trichoderma harzianum* 4431 bc 3381 c 34.29 bcd 27.33 de 17.03 e 57.04 a
GTO Trichoderma harzianum** 3747 d 29.04 c 219 cd 22.64 ef 2897 d 5167 a
TB2 Trichoderma koningiopsis* 53.40 a 99.04 a 85.71 a 31.24 cde 1419 e 45.63 ab
CHI1 Trichoderma koningiopsis** 4487 b 90.47 a 31.43 bed 39.05 abcd 56.24 ¢ 67.11 a
CHI2 Trichoderma harzianum* 39.19 cd 12.38 d 20.47 cd 1092 f 2897 d 36.90 ab
ESP Trichoderma asperellum.” 42.60 bcd 95.24 a 50.47 b 46.08 ab 97.72 a  46.98 ab
SIN1 Trichoderma asperellum.” 42.60 bcd 92.85 a 5238 b 4921 a 97.72 a 5100 a
SIN2 Trichoderma asperellum** 57.38 a 9381 a 5191 b 42.96 abc 9431 a 6241 a
SIN3 Trichoderma asperellum* 5454 a 89.52 a 43.33 bc 49.21 a 9147 a 4496 ab
COCULA Trichoderma asperellum* 39.19 cd 100.00 a 84.28 a 32.02 cde 9545 a 58.39 a
VIRENS Trichoderma virens 43.74 bc 98.09 a 34.76 bcd 35.92 bcd 97.72 a 7047 a

Prob>F 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0699

C.V. 7.28 9.76 31.81 22.46 9.90 58.29

®Medias dentro de las columnas con la misma letra no son estadisticamente diferentes (LSD, 0=0.05).
*Amplificacion y secuenciacion de la region ITS; **ITS y Factor de elongacion; *Identificacion morfoldgica.
MIC: micoparasitismo; DIF: compuestos difusibles; VOL: compuestos volatiles
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1.5 CONCLUSIONES

Las TC de los fitopatdgenos fueron similares con respecto a todas las cepas de Trichoderma.
No hubo relacién en cuanto a la efectividad de inhibicion y la TC, puesto que la cepa con
menor TC (Trichoderma koningiopsis, TB2) presentd mayor porcentaje de inhibicién en los
tres ensayos de antagonismo, respecto a la que crecié mas rapido. En general, los metabolitos
difusibles presentaron mayor inhibicion en ambos patdégenos con respecto a los dos restantes
mecanismos de antagonismo; asi como, la mayoria de las cepas fueron mejores inhibiendo in
vitro a Rhizoctonia solani que a S. rolfsii, presentando mayor potencial de biocontrol las cepas
correspondientes a T. asperellum con respecto a T. harzianum. Basandose en los tres ensayos
de antagonismo, las cepas TB2 (T. koningiopsis) para R. solani y, ESP y SIN1 (T. asperellum)
para S. rolfsii, mientras que SIN2, SIN3 y COCULA (T. asperellum) para ambos patgenos,
presentan alto potencial antagonico para utilizarse en ensayos de invernadero, Yy

posteriormente su uso en campo.
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CAPITULO IV. EFECTIVIDAD BIOLOGICA EN INVERNADERO DE FUNGICIDAS
Y CEPAS DE Trichoderma CONTRA Rhizoctonia solani Kihn y Sclerotium

rolfsii Sacc.

1.1 INTRODUCCION

El uso de fungicidas produce diversidad de beneficios, como generar productos agricolas de
alta calidad y a un precio razonable, proteger de micotoxinas y la indispensabilidad en la
produccion a gran escala (The American Phytopathology Society, 1990). El uso eficiente y
seguro de los fungicidas debe seguir ciertas reglas, primero diagnosticar correctamente el
problema y posteriormente seguir las indicaciones de cada fungicida para evitar problemas
hacia la salud y de resistencia a los hongos (Saalau, 2011). La mayoria de los fungicidas
necesitan ser aplicados antes de que la enfermedad ocurra o cause dafios a las plantas, debido a
que solo protegen tejido no infectado (McGrath, 2004).

Sin embargo, hoy en dia hay estrictas regulaciones del uso de plaguicidas y presién publica
para remover el uso de plaguicidas muy peligrosos del mercado; por ello, diversos
investigadores se han enfocado a desarrollar alternativas viables, como los productos
bioldgicos para el control de plagas y enfermedades (Pal y Gardener, 2006). El uso de agentes
de biocontrol para patdgenos de la raiz ha sido propuesto en numerosas ocasiones, como el uso
de Bacillus subtilis y diversas especies de Trichoderma (Chet e Inbar, 1994; Estevez de Jensen
et al., 2002), aunque actualmente lo productos bioldgicos constituyen menos del 1% del
mercado de fungicidas, indudablemente contribuirdn més en el futuro (Morton y Staub, 2008).
No todos los fungicidas pueden matar o inhibir el crecimiento de todos los hongos, por lo
tanto, antes de que se recomiende la aplicacion de cierto fungicida a un cultivo y hongo

especifico, se deben realizar pruebas de eficacia bioldgica, las cuales muestran el

63



Diagnéstico y manejo de la pudricion radicular del frijol ejotero (Phaseolus vulgaris L.)

Dionicio Fuentes Aragon Capitulo IV

comportamiento de los fungicidas hacia la enfermedad, en las cuales se descubren los posibles
candidatos con potencial de control, asi como la presencia o ausencia de fitotoxicidad (Oliver

y Hewitt, 2014).

1.2 OBJETIVOS E HIPOTESIS
1.2.1  Objetivos

 Evaluar la efectividad bioldgica de fungicidas contra Rhizoctonia solani y Sclerotium
rolfsii en invernadero

% Evaluar la efectividad bioldgica en invernadero de las cepas de Trichoderma que
presentaron potencial antagonico in vitro, contra Rhizoctonia solani y Sclerotium

rolfsii

1.2.2  Hipbtesis

% Los fungicidas propuestos en este estudio controlan eficientemente la pudricién
radicular del frijol ejotero causada por Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii
Las cepas de Trichoderma a evaluar presentan capacidad antagénica y reducen la

severidad de la enfermedad de pudricion radicular del frijol ejotero

1.3 MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizd en el invernadero perteneciente al Departamento de

Parasitologia Agricola de la Universidad Autonoma Chapingo.

1.3.1 Material vegetal
Se utilizé la variedad de frijol ejotero “Strike”, de crecimiento tipo I (determinado arbustivo).
Las semillas de frijol fueron desinfestadas en una disolucion de hipoclorito de sodio al 3%
durante 5 min seguido de tres lavados con agua de la llave durante 5 min. Se sembraron las

64



Diagnéstico y manejo de la pudricion radicular del frijol ejotero (Phaseolus vulgaris L.)

Dionicio Fuentes Aragon Capitulo IV

semillas en charolas de poliestireno de 128 cavidades, con limo y “Peat Moss” (proporcién

2:1) y se regaron cada tercer dia para mantener una humedad constante.

1.3.2  Obtencion, preparacion y cuantificacion de inéculo
De un muestreo previamente realizado en Axochiapan y Tepalcingo, Mor., se obtuvieron dos
cultivos por medio de punta de hifa, de Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii. Los patdgenos
se sembraron en medio papa-dextrosa-agar (PDA) (Singleton et al., 1992). Todos los
patégenos fueron identificados morfoldgicamente, y los que fueron patogénicos, se
identificaron a nivel molecular (Capitulo II). Los aislamientos antes mencionados se

cultivaron y se incrementaron para realizar la inoculacién como se mencion6 en el capitulo 11.

1.3.3  Inoculacién con los hongos fitopatégenos
Para ambos hongos fitopatdgenos, se mezclé 10 g inoculo (grano de avena infectada) con 2.5
kg de sustrato (suelo limoso: peat moss, proporcion 4:1 v/v). En este sustrato las plantas recién
emergidas se trasplantaron en bolsas de 22 x 22 cm, colocando cuatro plantas por maceta.
Inmediatamente se aplicaron los tratamientos correspondientes, y se regd cada tercer dia para

mantener constante la humedad.

1.3.4  Tratamientos
Se llevaron a cabo dos experimentos, uno por cada hongo fitopatdgeno, variando solamente en
las cepas de Trichoderma, las cuales presentaron un alto porcentaje de inhibicion in vitro a
cada fitopatdgeno correspondiente, probando una dosis de 1 x 10°® conidios por maceta,

mezclando previamente en 50 mL de agua destilada esterilizada (Cuadro 8).

1.3.5 Obtenciony preparacion del inoculo de Trichoderma
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El indculo se incrementd en avena como se menciono en el capitulo 1. Cuando se enfriaron
las bolsas con avena, cada bolsa se inoculd con cada cepa que mostrd potencial antagénico y
se incubaron por 10 dias a 25 °C y 12 horas luz/oscuridad. Una vez transcurrido ese tiempo, se
cosecharon los conidios extrayendo 5 g de sustrato infestado de cada bolsa, se agregé 30 mL
de agua destilada esterilizada para desprender los conidios. Se contabilizé el numero de
conidios de la suspension con el apoyo de una camara de Neubauer Improved (Marienfeld
Germany®©). Se obtuvieron concentraciones minimas de 2 x 10’ conidios mL™ y maximos de

1 x 10°® conidios mL™%, utilizando la concentracién maxima.

Cuadro 8. Tratamientos quimicos y bioldgicos usados en el experimento en invernadero

Trat Fungicida (s) Nombre comercial Dosis recomendada 50 mL maceta™
(®) ha' (i.a.) (mgL"'dei.a)

1  Tiabendazol TECTO 60® 1.0 kg 750

2 piraclostrobin HEADLINE® 05L 157

3 procloraz SPORTAK® 15L 844

4 iprodiona ROVRAL 50PH® 2.0 kg 1250

5 ciprodinil +fludioxonil ~ SWITCH 0.8 kg 370+250

6 quintozeno + thiram INTERGUZAN 30- 2.0 kg 750+750

7 Bacillus subtilis g??%BAC 20L 12.5 x 10° UFC**

8 T. harzianum TRICHO-BIO® 1x10° 2 x 10° conidios
TB2/ESP* T. koningiopsis 1x10° 2 x 10° conidios

10  SIN2/SIN1* T. asperellum 1x10° 2 x 10° conidios

11 SIN3/SIN2* T. asperellum 1x10° 2 x 10° conidios

12 COCULA/SIN3* T. asperellum 1x10° 2 x 10° conidios

13  TB2 + SIN2 T. koningiopsis +  (1x10%+(1%x10%  2x10° +1 x 10°
/SIN1+SIN3* T. asperellum conidios

14  TESTIGO e

*Tratamientos diferentes para R. solani y S. rolfsii, respectivamente. **UFC: unidades
formadoras de colonias.
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1.3.6  Aplicacion de los tratamientos
La aplicacién de los Trichoderma se realizé inmediatamente después de inocular con los
hongos fitopatdgenos, agregando 50 mL de la suspensién (2 x 10° conidios mL™) a cada
maceta. Se realiz6 una segunda aplicacion con el mismo método y cantidad de conidios, dos
dias después de la primera aplicacion, debido a que las cepas de hongos fitopatéegnos son
altamente patogeénicas. Para el caso de los fungicidas, se realiz6 con la misma metodologia,

obteniendo la concentracion correspondiente realizando solamente una aplicacion.

1.3.7  Disefio experimental
Los tratamientos se arreglaron en un disefio completamente al azar con tres repeticiones,

donde la unidad experimental fueron 8 plantas, cuatro plantas por maceta de 22 x 22 cm.

1.3.8  Variables medidas
Las variables se midieron una vez que las plantas del tratamiento control presentaron 100% de
severidad de la enfermedad.
a) Severidad de la enfermedad. Se midié utilizando una escala de 7 categorias (Cuadro 9)
(Schneider y Kelly, 2000).
b) Eficacia de los fungicidas. La eficacia fue calculada con la férmula de Abbott (1925):

X-Y
Ef (%) =(—

) X (100)

Donde; X, severidad de la enfermedad en el control; y Y, severidad de la enfermedad en el

tratamiento.

67



Diagnéstico y manejo de la pudricion radicular del frijol ejotero (Phaseolus vulgaris L.)

Dionicio Fuentes Aragon Capitulo IV

1.3.9  Andlisis estadistico
Los datos obtenidos se sometieron a analisis de varianza y una prueba de comparacion
multiple de medias con la prueba de Fisher (DMS) con nivel de significancia al 5%,
utilizando el paquete estadistico SAS (2014).

Cuadro 9. Escala para la medicion de la severidad de la pudricion radicular.

Categoria Descripcion
0 Sistema radical sano sin descoloracion del tejido radical o hipocotilo, sin
reduccion en la masa radical.
1 Apariencia de pequefias lesiones cafés rojizas, de 0.1-.02 cm de largo, en la base
del hipocotilo, con apariencia normal de la masa radical.
2 Incremento en la intensidad y tamafio de las lesiones localizadas raiz/hipocotilo,

coalesciendo en anillado de 180° en el tallo, con lesiones de 0.5-1.0 cm y 10% a
20% de descoloracién de las raices pero sin reduccion en el tamafio de la masa
radical.

3 Incremento en la intensidad de descoloracion y el tamafio de las lesiones en el
hipocotilo, con lesiones que se pueden llegar a extenderse y anillar
completamente el tallo; 5% a 10% en la reduccién de la masa radical con 95% de
raices descoloridas.

4 Lesiones del hipocotilo cada vez més descoloridas y extendidas. 100% de las
raices café-rojizas con un 20% a 50% en reduccion de la masa radical.

5 Lesiones del hipocotilo anillando el tallo Ilegan a ser més extendidas (2 cm),
masa radical intensamente descolorida y reducida del 50% al 80%.

6 Hipocotilo hueco con lesiones muy extendidas. La mas radical es reducida hasta
80%.

7 Planta muerta

1.4 RESULTADOS Y DISCUSION

Para ambos hongos fitopatdgenos se presentaron diferencias significativas (P<0.0001) y la
prueba de comparacion multiple de medias generd varios grupos (DMS, 0=0.5). Los
tratamientos quimicos mostraron mayor eficacia con respecto a los biolégicos (Cuadro 10).
Para el control de Rhizoctonia solani, los fungicidas quimicos que redujeron

considerablemente la severidad fueron el quintozeno + thiram, iprodiona, fludioxonil +
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ciprodinil y tiabendazol, con eficacias del 88.09, 86.90, 84.52 y 71.42 %, respectivamente
(Figura 23 y 24); mientras que para Sclerotium rolfsii fueron piraclostrobin, quintozeno +
thiram, iprodiona y fludioxonil + ciprodinil con eficacias del 91.66, 90.47, 84.52 y 76.78 %,
respectivamente (Figura 26).

Cuadro 10. Efecto de los fungicidas quimicos y bioldgicos en el control de los agentes
causales de la pudricion radicular del frijol ejotero en invernadero

Rhizoctonia
solani Sclerotium rolfsii

SEV EF SEV EF
TECTO 60 28.57 de 71.42 ab 92.85 ab 7.14 ef
HEADLINE 41.07 d 58.93 b 833 f 91.66 a
SPORTAK 67.26 C 32.73 ¢ 76.78 cd 23.21 cd
ROVRAL 13.09 € 86.90 a 15.48 €f 84.52 ab
SWITCH 15.47 € 84.52 a 23.21 € 76.78 b
INTERGUZAN 11.90 € 88.09 a 9.52 ef 90.47 ab
PROBAC 100.00 @ 0.00 e 66.07 d 339 ¢
TRICHO-BIO 80.95 bc 19.04 cd 95.83 ab 4.16 ef
TB2/ESP** 80.35 bc 19.64 cd 82.14 bc 17.85 de
SIN2/SIN1** 89.28 ab 10.71 de 74.4 cd 25.59 cd
SIN3/SIN2** 86.90 ab 13.09 de 84.52 bc 15.47 de
COCULA/SIN3** 91.66 ab 8.33 de 91.07 ab 8.93 ef
TB2+SIN2/SIN1+SIN3** 95.23 ab 4.76 de 92.26 ab 7.74 ef
TESTIGO 100.00 a 0.00 e 100 a 0.00 f
Prob > F 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
DMS 17.09 17.09 13.88 13.88
C.V. 15.86 28.72 12.73 23.83

*Letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (DMS, a=0.05).
Cepas a la izquierda y derecha evaluadas para R. solani y S. rolfsii, respectivamente.

SEV=severidad; EF=eficacia

El quintozeno + thiram (INTERGUZAN®) fue muy eficaz para controlar R. solani y S. rolfsii

(88.09 y 90.47%, respectivamente) (Figura 23 y 24). El quintozeno fue muy popular por

mucho tiempo (1935-1965) para el manejo de Rhizoctonia en diversos cultivos, hasta la
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aparicion del fungicida sistémico carboxin lanzado al mercado en 1966, mostrando buena
eficacia en aplicacion a la semilla y suelo (Kataria y Gisi, 1996). Ademas, con una
concentracién de menos de 3 mg L™ se redujo el crecimiento en 50 % de S. rolfsii obtenidos
de cultivos de cacahuate (Franke et al., 1998). Aunque se ha utilizado por bastante tiempo, ha
sido prohibido en Canada y Australia en el 2010, la Union Europea en el 2000, y en el 2006 en
EEUU, debido al alto riesgo que presenta a organismos no objetivos, operadores y
consumidores, y su alto potencial de persistencia y bioacumulacién (Arora y Bae, 2014);
ademas, se han obtenido resultados positivos y negativos como carcinogénico, esta
discrepancia es debida probablemente al nivel de hexaclorobenceno (HCB) como
contaminante presente en el quintozeno, por lo que el HCB estd clasificado por la EPA
(Environmental Protection Agency) en el grupo B2 (probable en humanos) y el quintozeno en
D (evidencia inadecuada) (Jones, 1993).

Iprodiona ha mostrado alta eficacia contra especies de Rhizoctonia en ensayos in vitro (Kataria
et al., 1991; Kataria y Gisi, 1996), con una Concentracion Efectiva Media (CEsp) menor a 10
mg L™ de ingrediente activo (i. a.) (Carling et al., 1990; Kataria et al., 1991); asi como contra
S. rolfsii con 3,300 mg L™ de i. a. (Alacala de Mercano, 2005; Pérez et al., 2009). Esto se
refleja en las eficacias alcanzadas de este i. a. contra R. solani (86.90 %) y S. rolfsii (84.52 %)
en frijol ejotero (Figura 23-26).

El fenilpyrrol (fludioxonil), muestra fuerte actividad contra R. solani, excelente control del
damping off, cancro del tallo, pudricion de raiz y tizon foliar en diversos cultivos, y exhibe
resultados promisorios con bajas cantidades de i.a. para el tratamiento de semillas y
aplicaciones foliares (Kataria y Gisi, 1996). Por ejemplo, se han encontrado altas eficacias

para el manejo de este hongo en el cultivo de papa aplicando fludioxonil (MAXIM®) a la
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semilla (Bains et al., 2002) y aplicado a la semilla de cacahuate en condiciones de invernadero
(Akgul et al., 2011); coincidiendo con el presente trabajo en el cual, el fludioxonil + ciprodinil

(SWITCH®) presentd alta eficacia para R. solani (84.52 %), asi como para S. rolfsii (76.78%)

en frijol ejotero aplicado en drench en condiciones de invernadero.

Figura 23. Control de Rhizoctonia solani con diferentes fungicidas. a, piraclostrobin; b,
quintozeno+thiram; c, iprodiona; d, procloraz; e, ciprodinil+fludioxonil; f, tiabendazol.
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No existen reportes del uso de ciprodinil para el control de R. solani y S. rolfsii, es mas
utilizado para el control de Botrytis cinerea en varios cultivos, Didymella bryoniae en melén,
Erysiphe graminis en trigo, Dreschslera teres en cebada, Venturia inaequalis en manzano,
Penicillium digitatum en postcosecha en naranjo, obteniendo buenas eficacias (Knauf-Beiter et
al., 1995; Foster y Staub, 1996; Schirra et al., 2009; Keinath, 2015); sin embargo, se ha
detectado alta residualidad en frutos de vid (5.54 mg kg™) (Cabras et al., 1997).

En cuanto al benzimidazol (tiabendazol), present6 buena eficacia (70.83 %) en el control de R.
solani, concordando con lo afirmado por Kataria y Gisi (1996). En pruebas in vitro se han
obtenido inhibiciones del 100% con 7 mgi.a. L™ (Leach y Murdoch, 1985) y una CEgy menor
de 40 mg i.a. L™ en diversos grupos de anastomosis (Kataria et al., 1991). En contraste con S.
rolfsii, presentd muy baja eficacia (7.18%), no habiendo diferencia estadistica significativa
con el testigo. Pérez et al. (2009) reporta muy poca inhibicion del crecimiento in vitro de S.
rolfsii con una concentracién de 4,000 mg L™, demostrando que no es un buen fungicida para
el control de este patdgeno. Este i.a. es ampliamente utilizado para controlar y prevenir
enfermedades postcosecha de diversos cultivos (Eckert y Ogawa, 1988).

Los fungicidas piraclostrobin y procloraz presentaron un menor control sobre R. solani (Figura
23); se ha demostrado la pobre eficacia del procloraz para controlar especies de Rhizoctonia
(Carling et al., 1990; Kataria y Gisi, 1996). Sin embargo, fue el mejor i. a. para controlar S.
rolfsii, con una eficacia del 91.66 % (Figura 24 y 26).

En cuanto a los agentes de biocontrol estudiados, aunque presentaron menores eficacias con
respecto a los fungicidas quimicos, T. koningiopsis (TB2) fue la mejor contra R. solani, asi

como T. asperellum (SIN1) contra S. rolfsii; mientras que la cepa comercial no mostrd
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diferencias estadisticas con TB2 para inhibir a R. solani, y fue la menos eficiente para

controlar a S. rolfsii (Figura 25 y 26).

Figura 24. Control de Sclerotium rolfsii. a, piraclostrobin; b, quintozeno+thiram; c, iprodiona;,
d, procloraz; e, ciprodinil+fludioxonil; f, tiabendazol.
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Bacillus subtilis solo mostré eficacia para S. rolfsii (33.90 %), debido a que fue nula para R.
solani. Esta eficacia fue mejor incluso que los fungicidas quimicos tiabendazol y procloraz. En
tomate, aplicado al suelo para el control de R. solani en invernadero, redujo la incidencia en
un 67 % a los 14 dias después de la siembra (Asaka y Shoda, 1996). La aplicacion de bacterias
benéficas y antagonicas debe realizarse de forma preventiva antes de que el patdgeno infecte

la planta, debido a que no poseen caracteristicas curativas como los fungicidas quimicos.
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Figura 25. Eficacia de los fungicidas quimicos y biolégicos contra Rhizoctonia solani
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En varios trabajos con Trichoderma, el control bioldgico de S. rolfsii con T. harzianum, redujo
en un 97 % la incidencia y un 57% de R. solani (Elad et al., 1980), mostrando un excelente
control; mientras que Cardoso y Echandi (1987) no encontraron diferencias significativas en el

control de R. solani en frijol ejotero, utilizando Trichoderma hamatum en condiciones de

invernadero, reduciendo la incidencia en un 17% y la severidad en un 9.9 %.

Figura 27. Control de R. solani con agentes de biocontrol. a, Bacillus subtilis; b, TRICHO-
BIO; ¢, Mezcla; d, T. koningiopsis (TB2); e, f, g, T. asperellum (COCULA, SIN2, SIN3,
respectivamente); h, i, Testigo.

La aplicacion de Gliocladium virens (Trichoderma virens) a una dosis de 3 x 10° UFC por
gramo de suelo (1.35 x 10° UFC maceta™) mantuvo erectas mas del 80% de las plantas

inoculadas con Sclerotium rolfsii (Lewis et al., 1993) mostrando un excelente control; en
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contraste con el presente estudio, la menor severidad fue de 80.35 y 80.95 % con T.
koningiopsis (TB2) y T. harzianum (TRICHO-BIO®), reduciendo la severidad un 19% con
respecto al control.

Existen varios reportes de T. koningiopsis para el control de hongos que afectan la raiz,
algunos aislamientos han sido efectivos contra Macrophomina phaseolina en sorgo (Larralde-

Corona et al., 2008), ademas de inducir resistencia y promover el crecimiento de raices en

tomate (Moreno et al., 2009).

Figura 28. Control de Sclerotium rolfsii con agentes de biocontrol. a, Bacillus subtilis; b,
TRICHO-BIO; ¢, mezcla; d, e, f, g, T. asperellum (SIN1, SIN2, SIN3, ESP, respectivamente);
h- i, Testigo.
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La variedad utilizada puede no tener influencia en la severidad, puesto que se han encontrado
diferencias de menos del 2% entre variedades de frijol (Muyolo et al., 1993a). Cabe sefialar
que en pruebas de patogenicidad en diversos trabajos se registro la severidad a los 14, 16 dias
y 30 dias con bajas severidades (Phillips, 1991; Muyolo et al., 1993b; Balali y Kowsari, 2004),
mientras que en el presente se realizd a los 4 dias para R. solani y a los 6 dias para S. rolfsii,
cuando las plantulas mostraron el 100% de severidad (Capitulo I1), teniendo menos tiempo los
agentes de biocontrol para inhibir el crecimiento del patégeno.

Trichoderma debe ser usado estrictamente como medida preventiva, debido a que no puede
curar infecciones existentes, especialmente con Rhizoctonia, debido a la alta presion de la
enfermedad; por lo tanto, se recomienda utilizar un fungicida apropiado cuando se presenten

estas situaciones (Harman, 2000).

1.5 CONCLUSIONES

Los fungicidas quimicos fueron mejores con respecto a los biol6gicos para el control de los
agentes causales de la pudricién radicular del frijol ejotero. Se recomienda la aplicacion de
iprodiona, fludioxonil+ciprodinil y/o tiabendazol para el control de R. solani, y piraclostrobin,
iprodiona y/o fludioxonil+ciprodinil para S. rolfsii. En condiciones de campo es conveniente
utilizar una mezcla para controlar ambos patégenos, realizando rotaciones de éstos cada ciclo
de cultivo para evitar la resistencia. La mejor mezcla posible es piraclostrobin +
fludioxonil+ciprodinil, debido a que son tres modos de accién involucrados, disminuyendo el
riesgo de resistencia.

Los organismos usados para control biolégico no fueron eficaces para controlar ambos

patdgenos, debido posiblemente al corto tiempo entre la infeccion del patdgeno y la muerte de
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la planta. Sin embargo en base a los resultados encontrados, se recomienda volver a evaluar la
especie T. koningiopsis (TB2) y T. asperellum (SIN1), incrementando la dosis y realizando la

aplicacion dias antes de la inoculacién del fitopatdgeno.
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CAPITULO V. MANEJO DE LA PUDRICION RADICULAR DEL FRIJOL EJOTERO EN

CAMPO, EN EL ESTADO DE MORELQOS

1.1 INTRODUCCION

La pudricion radicular del frijol ejotero es una enfermedad grave y genera pérdidas
econdmicas considerables, aunque éstas son variables entre diferentes predios durante el
mismo periodo de crecimiento y en el mismo predio en diferentes afios (Abawi et al., 1985).
Entre los hongos causantes se encuentran una diversidad de especies de Fusarium (Guzman et
al., 2004; Montiel et al., 2005), Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii (Garibaldi et al., 2013;
Songvilay et al., 2013), Pythium (Nzungize et al., 2011; Buruchara et al., 2007), entre los mas
importantes.

El objetivo de un buen manejo de las enfermedades de las plantas es reducir el dafio
econdmico causado por éstas, y es fundamental anticipar la ocurrencia de la enfermedad y
atacar los eslabones débiles de la cadena de infeccion (Maloy, 2005). Los fungicidas son a
menudo una parte vital del manejo de las enfermedades dado que controlan satisfactoriamente
muchas de éstas, y debido a que no estan disponibles 0 no estan aceptados en el mercado
cultivares resistentes, y ademas ciertos cultivos de alto valor tienen una muy baja tolerancia a
sintomas de la enfermedad (McGrath, 2004). Para mantener la calidad y competitividad en
nuestro sistema de produccién de alimentos los agentes de control biol6gico juegan un papel
importante en el Manejo Integrado de Enfermedades y proveen una atractiva opcion para la
agricultura sustentable (Pal y Gardener, 2006). Se ha demostrado ampliamente la actividad
antagonica de Bacillus subtilis (Zhang et al., 2009; Dawar et al., 2010) y Trichoderma spp.

(Harman et al., 2004), contra hongos fitopatdgenos causantes de pudriciones radiculares en
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diversos cultivos, ademas de presentar compatibilidad con varios fungicidas (Jacobsen et al.,

2004;

1.2

X/
°

X/
L X4

1.3

Mohiddin y Khan, 2013).

OBJETIVOS E HIPOTESIS
1.2.1  Objetivos

Comparar el rendimiento de dos genotipos de frijol ejotero bajo condiciones de campo
donde se presentan problemas de pudricion radicular

Evaluar alternativas de manejo quimico y bioldgico de los agentes causantes de la
pudricion radicular del frijol

Comparar la eficacia de productos quimicos y biolégicos para el manejo de la
pudricion radicular

Determinar la estructura de costos y rentabilidad de los tratamientos mediante un

analisis econémico

1.2.2  Hipdtesis
Los dos genotipos a evaluar producen rendimientos similares bajo condiciones de
campo
Los tratamientos quimicos y bioldgicos evaluados son eficaces para el manejo de la
pudricién radicular del frijol ejotero
Los grupos de tratamientos quimicos y bioldgicos generan rendimientos similares
Los costos asociados en la utilizacién de productos quimicos y biolégicos para el

manejo de la pudricion radicular del frijol ejotero, son similares

MATERIALES Y METODOS
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1.3.1  Areade estudio
El ensayo en campo se llevo a cabo en un predio de riego en la comunidad de Telixtac,
municipio de Axochiapan, Morelos, ubicado entre los paralelos 18° 34" 15.07” N y 98° 46°
28.98” W (Google Earth, 2015). EI municipio de Axochiapan se caracteriza por tener un clima
calido Awg (W), Aw; (w), con temperatura media anual entre 22 y 26°C, temperatura media
del mes mas caliente mayor de 18°C, las lluvias son de verano (de mayo a octubre), con
invierno seco (menos del 5% de la precipitacion total anual) (Garcia, 2004). El tipo de suelo
en los terrenos agricolas en el poblado de Telixtac es una combinacion de regosol éutrico -

vertisol pélico con textura media (Guerrero, 1993).

1.3.2 Material vegetal
En este ensayo se utilizaron las variedades de frijol ejotero “Strike” y “Palma”. Las semillas se
sembraron en el talud del surco con ayuda de una estaca de madera, depositando dos semillas

por golpe, a una distancia aproximadamente de 9 cm entre matas.

1.3.3  Tratamientos
Se evaluaron varios fungicidas con diferentes mecanismos de accion, solos y en mezcla,
ademas dos productos biolégicos comerciales (Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis),
(Cuadro 11). Los fungicidas solos y mezclados fueron aplicados dos veces, a los 14 y 21 dias
después de la siembra (dds) y la semilla sin ser tratada con algun fungicida, a excepcién del

tratamiento 6 con Cruiser Maxx Beans.

1.3.4  Aplicacion de los tratamientos
Se realizaron dos aplicaciones con una aspersora de mochila de 20 L, en drench a la base del

tallo, asegurandose que hubiera buena humedad.
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Nombre comercial

Modo de accion

P : -1
Trat Fungicida (s) ©) Dosis ha (FRAC, 2014)
1 Polyoxin-D, sal de zinc ENDORSE 0.7 kg H4
2 Tiabendazol TECTO 60 1.0 kg B1
3 Piraclostrobin HEADLINE 05L C3
4 Procloraz SPORTAK 15L G1
5 Iprodiona ROVRAL 50PH 2.0kg E3
6 Fludioxonil + CRUISER MAXX 75mL E2 + AL+
Metalaxil M + BEANS (100 kg semilla) insecticida
Thiametoxam
7 Fludioxinil + ciprodinil SWITCH 0.8 kg E2 + D1
8 Bacillus subtilis + PROBAC + T22 20L +2.0kg S
X F6 + bioldgico
Trichoderma
9 F_quapyrosa_d + MERIVON 05L C2+C3
piraclostrobin
10 HEADLINE + - 05L+15L
SPORTAK
11 SWITCH + - 0.8kg+05L
HEADLINE
12 TECTO 60+ SWITCH = -------m-mmmmmmmmeeee 1.0 kg + 0.8 kg
13 ROVRAL + TECTO -------memmmmmmmmmmmmmeee- 2.0kg+ 1.0 kg
60
14 Testigo Sin tratamiento ----e-mememmeemeeee-

Al: ARN polimerasa; Bl: ensamble de B-tubulina en la mitosis; C3: inhibidores del complejo Il
citocromo bcl; C2: inhibicion del complejo 11 succinato dehidrogenasa; D1: biosintesis de metionina;
E1, E3: transduccion de sefial osmdtica; F6: microbios disruptores de membranas; G1: C14-demetilasa
en la biosintesis de esterol; H4: quitin sintasa.

1.3.5 Manejo agronomico del cultivo

Preparacion del terreno. En un terreno infestado de forma natural con los agentes causantes
de la pudricién radicular del frijol ejotero, el cual se preparé de forma convencional con un
barbecho, rastreo y surcado, este Ultimo a una distancia de 0.70 m entre surcos (Figura 29).

Siembra. Se dio un riego (por gravedad) previo a la siembra, para obtener las condiciones

adecuadas de humedad del suelo. Al dia siguiente, se procedié a sembrar en el talud del surco
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con ayuda de una estaca de madera, depositando dos semillas por golpe a una profundidad
aproximada de 2 cm y a una distancia de 9 cm entre matas, aproximadamente.

Riegos. El agua de riego fue extraida de pozo profundo. Se aplicaron riegos por gravedad
segun las condiciones del suelo (8 riegos durante el ciclo de cultivo).

Fertilizacion edafica. Se aplico al fondo del surco, posteriormente se cubrié con un paso de
arado con traccion animal. Se usaron como fuentes sulfato de amonio, cloruro de potasio y
DAP (18-46-00), obteniendo un tratamiento de fertilizacion de 100-80-40.

Control de plagas. Se realizaron aplicaciones de insecticidas para el control de plagas del
follaje (Cuadro 12).

Cuadro 12. Plaguicidas aplicados para el control de plagas del follaje

Ingrediente

Nombre comercial . Dosis ha™ Plaga Aplicacion (dds)
activo

Muaralla Max |m|daclopr!d+ 250 mL Mosca blanca 15y 34
betacyflutrin

Movento spirotetramat 500 mL Mosca blanca 40

Plenum pymetrozine 200 g Mosca blanca 20y 28

1.3.6  Disefio experimental
Los tratamientos se distribuyeron en un disefio de parcelas divididas, en el cual las parcelas
grandes correspondientes a los genotipos, se arreglaron en blogues completos al azar, y en las
parcelas chicas se aplicaron los fungicidas y fueron arregladas completamente al azar (Figura
30). La unidad experimental consté de 4 surcos de 0.70 m de ancho por 8.5 m de largo. Los
surcos externos se utilizaron para evaluar la severidad de la enfermedad, en los surcos

centrales se evalud a los componentes del rendimiento.
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Figura 29. Actividades realizadas en el ensayo en campo. a, preparacion del terreno; b,
siembra directa; c, aplicacion de los tratamientos en drench; d, fertilizacion; e, control de
plagas; f, evaluacion de la severidad de la enfermedad; g, cosecha y evaluacion de las

variables de rendimiento.
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Figura 30. Disefio experimental en campo

1.3.7  Variables estudiadas
Se evaluaron las siguientes variables:
1) Severidad de la enfermedad y Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad
(ABCPE). Se realizaron cuatro mediciones en intervalos iguales, calculada con la escala
propuesta por Schneider y Kelly (2000) (Cuadro 13), evaluado mediante muestreo destructivo.
Se tomaron 10 plantas en cada fecha de evaluacion (en los surcos de cada extremo), sin afectar
la densidad de plantas del centro de la parcela atil para evaluar el rendimiento de ejote. El
calculo del porcentaje de severidad se realiz6 mediante la formula propuesta por Townsend y

Heuberger (1943):

2nv
NV

S = * 100
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Donde: n, grado de severidad segun la escala; v, nimero de plantas por categoria; V, total de
plantas evaluadas; N, valor numérico de la categoria mas alta.
Posteriormente, tomando en cuenta las cuatro evaluaciones, se calculdo el ABCPE con la

siguiente férmula (Pedroza y Samaniego, 2009):
Y; +Y;
ABCPE = Z le X (tipg — &)
i

Donde, Y; es la severidad de la enfermedad, y t es el periodo de evaluacion en dias después de
la siembra.

2) Rendimiento de ejote. Se calculé en la etapa R8 (llenado de vaina) (Schoonhoven y Pastor,
1987). Se cosecharon las plantas de un surco central (4.25 m lineales). Se midieron los
siguientes parametros: longitud de 10 vainas, peso medio de 10 vainas, y rendimiento de ejote
por calidad, de acuerdo a la NMX-FF-019-1982 (SEMARNAT, 2012) extrapolado por
hectéarea.

3) Eficacia de los fungicidas. La eficacia fue calculada con la férmula de Abbott (1925):

x 100
X

Ef (%) =

Donde; X, severidad de la enfermedad en el control; y Y, severidad de la enfermedad en el
tratamiento.

4) Rentabilidad de los tratamientos. Se realizé el analisis de los costos de produccion para
cada tratamiento, calculando los costos totales, ingreso neto y ganancia por peso invertido. Se
calcularon para los analisis individuales y combinados, solo tomando en cuenta el rendimiento

de ejote de primera calidad.
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Cuadro 13. Escala de evaluacion de la pudricién radicular propuesta por Schneider y Kelly

(2000).
Categoria Descripcion

1 Sistema radicular sano sin descoloracion del tejido radicular o hipocotilo, sin
reduccion en la masa radicular.

2 Apariencia de pequefias lesiones cafés rojizas, de 0.1-.02 cm de largo, en la base
del hipocotilo, con apariencia normal de la masa radicular.

3 Incremento en la intensidad y tamafio de las lesiones localizadas raiz/hipocotilo,
coalesciendo en anillado de 180° en el tallo, con lesiones de 0.5-1.0 cm y 10% a
20% de descoloracién de las raices pero sin reduccion en el tamafio de la masa
radicular.

4 Incremento en la intensidad de descoloracion y el tamafio de las lesiones en el
hipocotilo, con lesiones que se pueden llegar a extenderse y anillar
completamente el tallo; 5% a 10% en la reduccién de la masa radicular con 95%
de raices descoloridas.

5 Lesiones del hipocotilo cada vez méas descoloridas y extendidas. 100% de las
raices café-rojizas con un 20% a 50% en reduccién de la masa radicular.

6 Lesiones del hipocotilo anillando el tallo Ilegan a ser més extendidas (2 cm),
masa radicular intensamente descolorida y reducida del 50% al 80%.

7 Hipocotilo hueco con lesiones muy extendidas. La mas radicular es reducida del

80% al 100% y esta funcionalmente muerta.

Costo total de la produccién (CT): incluye todos los gastos del proceso de produccion desde la

renta y preparacion del terreno hasta la venta del producto.

Ingreso Total (IT): es el capital obtenido por la venta del producto, tomando en cuenta el

rendimiento y precio del producto al momento de la venta. Se calcula como sigue:
IT = Py*Y
Donde: IT, ingreso total; Py, precio del producto por unidad; Y, rendimiento por hectarea.

Ingreso Neto (IN): es la ganancia obtenida una vez deducidos los costos de produccion. Se

calcula como sigue:

IN =1IT - CT
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Donde: IN, ingreso neto; IT, ingreso total; CT=costo total de la produccion.

Ganancia por Peso Invertido (GPI): es la rentabilidad en relacion con la inversion realizada.

Se calcula como sigue:
GPI = IN/CT

Donde: GPI, ganancia por peso invertido; IN, ingreso neto; CT, costo total de produccion.

1.3.8  Analisis estadistico
Los datos obtenidos se analizaron mediante andlisis de varianza individuales para cada
genotipo como un disefio en blogues completos al azar y analisis combinado para los dos
genotipos como un disefio en parcelas divididas, asi como mediante pruebas de comparaciones
multiples de medias con el método de Tukey a un nivel de significancia al 5%. Asi mismo, se
realizaron contrastes entre grupos de tratamientos y un analisis de correlaciéon entre la
severidad de la enfermedad y el rendimiento. Todos los andlisis se realizaron con el paquete

estadistico SAS (SAS, 2014).

1.4 RESULTADOS Y DISCUSION

1.4.1  Severidad de la enfermedad y Area Bajo la Curva del Progreso de la
Enfermedad (ABCPE)

Los resultados de los analisis de varianza, las comparaciones mdltiples de medias, los
contrastes de la severidad de la enfermedad, y la correlacion con el rendimiento para cada
evaluacion, se encuentran en los cuadros 1-A al 8-A del apéndice.

El andlisis de varianza mostrd diferencias altamente significativas en los analisis individuales
y para los fungicidas en los analisis combinados pero no para las variedades en ninguna fecha
de evaluacion. La comparacion multiple de medias de Tukey formé varios grupos. En los

andlisis individuales, para la variedad Palma no hubo diferencia estadistica en la aplicacion de
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fungicidas, aun asi, los que presentaron mayor severidad fueron Edorse, Tecto, Probac+T22 y

Headline+Sportak (40.00, 40.35, 40.35 y 41.42 % respectivamente) (Cuadro 14 y Figura 31).
60 -
50 -
40

30

% sevridad

20

Siembra 20 dds 28 dds 35dds 43 dds

) =¢—Endorse =fll=Tecto =fr=Headline ==¢=Sportak ==i&=Rovral
a

=@=Cruiser  ===Switch == Merivon Testigo

40

\.\./o

% severidad

Siembra 20 dds 28 dds 35dds 43 dds

== Probac+T22 == Headline+Sportak == Switch+Headline

b)

== Tecto+Switch ==i=Rovral+Tecto =0 Testigo

Figura 31. Severidades de la variedad Palma. a) Fungicidas solos, b) fungicidas mezclados.
Las lineas negras son las aplicaciones de los fungicidas, a los 14 y 21 dds, respectivamente.
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Figura 32. Severidades de la variedad Strike. a) Fungicidas solos, b) fungicidas mezclados.
Las lineas negras son las aplicaciones de los fungicidas, a los 14 y 21 dds, respectivamente.

La aplicacion de Crusier (Cruiser Maxx Beans) a la semilla antes de la siembra no presento
diferencia estadistica en la primera evaluacion, sin embargo, a partir de la tercera evaluacion

este tratamiento fue uno de los que presentd mayor severidad (P=0.0001), debido a que
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posiblemente solo protege en las etapas tempranas de desarrollo de las plantulas, siendo

susceptible a los hongos causantes de la pudricion radicular en el desarrollo de la raiz.

60 -
50 A
40 -
30 -
20 -

10 ~

0 : T T T 1

Siembra 20 dds 28 dds 35 dds 43 dds

) —¢—Endorse ==Tecto  =a—Headline =>¢=Sportak ==t=Rovral
a

=@=Cruiser ==f=Switch === Merivon Testigo
60 -

50 -

0 T T T 1
Siembra 20 dds 28 dds 35 dds 43 dds
== Probac+T22 == Headline+Sportak =¢=Tecto+Switch
b) ==Rovral+Tecto =@-Testigo == Switch+Headline

Figura 33. Severidades en el analisis combinado a través de los fungicidas. a) Fungicidas solos, b)
fungicidas mezclados. Las lineas negras son las aplicaciones de los fungicidas, a los 14 y 21 dds,
respectivamente.
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Figura 34. Severidades en el analisis combinado a través de las variedades. Las lineas negras
son las aplicaciones de los fungicidas, a los 14 y 21 dds, respectivamente.

En cuanto a la variedad Strike, en las primeras tres evaluaciones solamente se observaron
diferencias estadisticas contra el testigo, mientras que en la aplicacion de fungicidas se
observo diferencias en la ultima evaluacién, siendo Headline+Sportak el tratamiento con
menor severidad (17.85 %) y Cruiser con mayor severidad (32.85 %). (Figura 32 y cuadro 14).
En el andlisis combinado a través de los fungicidas (Figura 33), se observaron diferencias
significativas, siendo las mezclas las que presentaron las menores severidades. Desde la tercer
evaluacion se observa la diferencia en severidad de los fungicidas aplicados, siendo el mejor
Headline+Sportak con una severidad de 20.17 % en la ultima evaluacién. La aplicacion de
Probac+T22 (Bacillus subtilis+Trichoderma harzianum) no present6 diferencias significativas
con los demas fungicidas en todas las evaluaciones, sin embargo en base a la Ultima

evaluacion, se obtuvo menor severidad (22.74 %) que todos los fungicidas aplicados solos y la
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mezclas de Switch+Headline y Tecto+Switch, por lo que es una opcion alternativa con un
enfoque integrado para el manejo de la pudricion radicular del frijol ejotero.

En el analisis combinado a través de las variedades (Figura 34), no se presentaron diferencias
significativas en ninguna fecha de evaluacion (Cuadro 14), respondiendo de forma similar ante
el ataque de los hongos causantes de la pudricién radicular, donde la mayor severidad
alcanzada fue de 27.53 % con la variedad Palma en la Gltima evaluacion. En general en los
analisis solos y combinados, se observa una disminucion de las severidades en todos los
tratamiento a los 7 dias después de la segunda aplicacién, alcanzando el maximo a los 14 dias
después de la segunda aplicacion, posteriormente las severidades tienden a incrementarse
hacia los 22 dias después de la segunda aplicacion.

Segun los resultados del ABCPE en los diferentes analisis individuales y combinados (Cuadro
14), indica claramente que los mejores tratamientos que disminuyeron las severidades fueron
los fungicidas mezclados, destacando Rovral+Tecto y Headline+Sportak, mismos que
resultaron con las mejores eficacias en condiciones de invernadero, a excepcion de Sportak
(Capitulo 1V). En cuanto la respuesta de la variedad utilizada, respondieron a la severidad de
manera similar, siendo ligeramente mas resistente la variedad Palma; sin embargo, también
debe tomarse en cuenta el efecto de las variedades en el rendimiento de ejote.

Desde otra perspectiva, podrian estar interactuando otros fitopatdgenos no estudiados en la
presente investigacion, incrementando la velocidad de infeccion o severidad de la enfermedad
en condiciones de campo. Se ha demostrado la interaccion de Rhizoctonia con Meloidogyne
incognita en frijol ejotero, incrementando la severidad de la enfermedad (Al-Azmi y Al-
Nadary, 2015), asi como en cultivos de tomate, chile, papa y okra (Chahal y Chhabra, 1984;

Abusar, 2013; Safiuddin et al., 2014), debido a cambios fisiologicos y anatdmicos en los
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tejidos de las raices predisponiendo las plantas a las infeccion por hongos; por lo tanto, es
conveniente realizar estudios de la interaccion de los hongos asociados a la pudricion radicular
del frijol ejotero con nematodos que podrian afectar al cultivo.

Cuadro 14. Andlisis de varianza individuales y combinado del ABCPE (% dias).

. Individuales Combinado
Tratamiento . ) .
Palma Strike Variedad Fungicidas

Endorse 662.8 bc 700.4 b Palma 628.8 a 681.6 bc
Tecto 613.2 bc 679.3 b Strike 646.6 a 646.2 bc
Headline 636.2 bc 598.0 b DSH 127.1 617.1 bc
Sportak 632.7 bc 7021 b 667.4 bc
Rovral 543.3 bc 671.4 b 607.4 bc
Cruiser 7255 b 7316 b 728.6 b
Switch 606.1 bc 568.0 b 587.1 bc
Probac+T22 580.1 bc 612.0 b 596.1 bc
Merivon 588.8 bc 550.3 b 569.5 bc
Headline+Sportak 574.2 bc 463.2 b 5575 ¢
Switch+Headline 552.5 bc 558.2 b 555.4 ¢
Tecto+Switch 599.7 bc 5120 b 555.8 ¢
Rovral+Tecto 488.3 ¢ 626.6 b 5575 ¢
Testigo 1000.2 a 1078.9 a 1039.6 a
DSH 184.5 285.9 164.9

1.4.2  Rendimiento de ejote
1.4.2.1 Calidad primera

Para el rendimiento de ejote de primera calidad en el primer corte, se observan diferencias
estadisticas diferentes para la variedad Palma en los anélisis individuales (P=0.0741) y para
los tratamientos en los combinados (P=0.0943), mientras que altamente significativas para la
variedad en el analisis combinado (P=0.0083). Para la variedad Strike, el andlisis de varianza,

correlacion y contrastes no presentaron significancia.
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Figura 35. Rendimiento de ejote de primera calidad en el primer corte para el analisis
individual de la variedad Palma.

Para la variedad Palma, la comparacién mdaltiple de medias separ6 en 3 grupos los
tratamientos, siendo el mejor la mezcla de Headline+Sportak (5,274.6 kg ha™*) y no mostrando
diferencias significativas los demaés tratamientos a excepcion del testigo (Figura 35).

El analisis individual de contrastes para la variedad Palma presentd diferencias altamente
significativas en la comparacién de la aplicacion de cualquier tratamiento (P=0.0125) o los
fungicidas sin mezclar (P=0.0277) con el testigo, siendo recomendable la aplicacion de algun
tratamiento; mientras que la comparacion de los fungicidas sin mezclar contra los bioldgicos y
las mezclas no mostraron significancia.

Mientras tanto, el andlisis de correlacion del rendimiento con la severidad no fue significativa,
a excepcion de la segunda evaluacion de la severidad (P=0.0179), mostrando ligera

correlacion (-0.31) inversamente proporcional; es decir, al incrementarse la severidad de la
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enfermedad disminuye el rendimiento de ejote. Para las demas evaluaciones aungue no fueron
significativas, también existe una ligera correlacion. Conner et al. (2014) demostré que
Rhizoctonia solani afecta la emergencia pero no afecta el rendimiento de frijol comdn, asi
mismo la compactacion del suelo, pobre drenaje y la baja fertilidad no mostraron diferencias
en el rendimiento de frijol comun.

Para la variedad Strike aunque no se detectd diferencias significativas en el analisis de
varianza (P=0.5146), el tratamiento con mayor rendimiento fue, como en la variedad Palma, la

mezcla de Headline+Sportak (3,866.3 kg ha™). Los menores rendimientos se obtuvieron con

Tecto, la mezcla de bioldgicos y el testigo.
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Figura 36. Rendimiento de ejote de primera calidad del primer corte del analisis combinado a
través de los fungicidas y variedades.
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Los analisis de contrastes y correlacion no mostraron diferencias significativas para la
variedad Strike; por lo tanto, la severidad de la enfermedad no estd relacionada con el
rendimiento para este caso.

Por ultimo en el analisis combinado, se observaron diferencias altamente significativas
(P=0.0083) y significativas (P=0.0943) para variedad y fungicidas, respectivamente.
Igualmente que en el analisis individual, la mezcla Headline+Sportak resultd ser la de mayor
rendimiento (4,570.4 kg ha™), asi mismo la variedad Palma fue mejor que Strike, con una
diferencia de 986 kg ha™. Los contrastes solo mostraron diferencia altamente significativa al
comparar cualquier tratamiento (P=0.0069) y los fungicidas sin mezclar (P=0.0109) contra el

testigo (Figura 36).

ab ab

ab
1400 - ab o 2D ab

1200 - ab ab
ab ab

ab

Figura 37. Rendimiento de ejote de primera calidad en el segundo corte para la variedad Palma
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En el segundo corte, en los analisis individuales solamente se observaron diferencias
significativas en la variedad Palma (P=0.0404), mientras que en los combinados fue altamente
significativa para los tratamientos (P=0.0056).

En base a la comparacion multiple de medias (Tukey, a=0.05) para la variedad Palma, la
mezcla de Swicth+Headline fue la mejor, con un rendimiento medio de 1,816.7 kg ha™;
mientras que la aplicacion de cualquier otro fungicida no mostro diferencias significativas
entre si (Figura 37). En base al andlisis de contrastes, la aplicacion promedio de los
tratamiento (P=0.0217) o de fungicidas sin mezclar (P=0.0550) fue mejor que el testigo,
ademas la aplicacion en mezcla de fungicidas quimicos se obtuvo mayor rendimiento que la
aplicacion sin mezclas (P=0.0249). Aunque no hubo diferencias significativas en el contraste
de los biologicos contra los fungicidas solos (P=0.4953), la mezcla de los bioldgicos

(Probac+T22) present6 mayor rendimiento que Endorse y Headline.
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Figura 38. Rendimiento de ejote de primera calidad en el segundo corte de la variedad Strike.
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Para la variedad Strike no se observaron diferencias significativas (P=0.1278), sin embargo los

mayores rendimientos se obtuvieron con Headline+Sportak y Merivon con 2,338.7 y 2,171.9

kg ha, respectivamente; y el testigo fue el menor con 923.7 kg ha™ (Figura 38).

En los analisis combinados, la comparacion multiple de medias mostrd que los mejores

rendimientos se obtuvieron con Merivon y Headline+Sportak (1,880.2 y 1,943.7 kg ha™,

respectivamente). En el analisis a través de las variedades, no se encontraron diferencias

significativas,

(Figura 39).

ab

aun asf, con la variedad Palma se obtuvieron 168.7 kg ha™ mas que la Strike
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Figura 39.

Rendimiento de ejote de primera calidad en el segundo corte en los analisis
combinados

Los analisis de contrastes sugieren que es recomendable la aplicacion de los fungicidas en

mezcla, en comparacion con los fungicidas solos (P=0.0076), puesto que se obtuvieron

mayores rendimientos al comparar los grupos. La mezcla de los biologicos obtuvo los menores
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rendimientos, a la par con Endorse, Tecto y Sportak. Por otra parte, se observo una ligera
correlacion inversamente proporcional con la severidad de la enfermedad en todas las

evaluaciones, siendo mayor en las dos ultimas (-0.27, P=0.0029 y -0.30, P=0.0012).

1.4.2.2 Calidad segunda

El anlisis de varianza para el rendimiento de segunda calidad para el primer y segundo corte
no mostré diferencias significativas en los analisis individuales ni combinados; por lo tanto, no
existe correlacion entre la severidad de la enfermedad y produccion de ejote de calidad no
comercializable. Sin embargo, tomando en cuenta la produccion de los dos cortes, se observo
que Headline+Sportak y la variedad Palma produjeron mayor cantidad de ejote de la calidad
en cuestion, esto puede estar relacionado con el rendimiento en general, puesto que fueron los
tratamientos con mayor produccion de ejote de primera calidad.

Ademas, la produccién de esta calidad puede deberse a otros factores, como la temperatura y
plagas que se alimentan de la vaina. Ademas, la produccion de esta calidad puede deberse a

otros factores, como la temperatura y plagas que se alimentan de la vaina.

1.4.3  Peso de vainas y longitud de vainas
Estas dos variables no mostraron diferencias significativas en los analisis individuales y
combinados, puesto que ambas variedades generan vainas de 12.08 cm de longitud media, la
cuales se clasifican en la categoria C en tamafio (SEMARNAT, 2012). Por otra parte, el peso

medio por vaina fue 4.28 g sin haber diferencias significativas entre las variedad evaluadas.

1.4.4  Eficacia de los fungicidas
Se observaron diferencias altamente significativas para todas las evaluaciones en los analisis

individuales y combinados, excepto para las variedades en los analisis combinados.
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En la primera evaluacion para el andlisis individual (P=0.0001 y P=0.0006, para Palma y
Strike, respectivamente), en general se obtuvieron mejores eficacias con la variedad Strike,
siendo los mejores Headline y Headline+Sportak (41.97 y 41.26%, respectivamente), mientras
que para Palma fueron Cruiser y Sportak con 30.01 y 27.99%, respectivamente. (Figura 40).
Esto puede deberse al grado de resistencia de los genotipos de frijol, puesto que se han
observado diferencias en la severidad de la enfermedad en frijol atacado por Rhizoctonia
solani y Fusarium oxysporum, asi como la etapa fenoldgica de la planta y la competencia entre
los hongos fitopatdgenos para invadir los tejidos del hospedante (Rodriguez et al., 1995;
Navarrete y Acosta, 1999; Navarrete et al., 2009).

45 ~ a
40 A a a

30 - a 3 a
25 1 3 a ab a a

20 - el

15 A
10 A

\
M PALMA m STRIKE & N

Figura 40. Eficacia de los fungicidas en la primera evaluacion en los analisis individuales

Ademaés, la produccion de fitoalaexinas por los genotipos de frijol est4 relacionada con la

resistencia a Rhizoctonia solani (Muyolo et al., 1993), igualmente cepas de Rhizoctonia
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binucleadas pueden inducir resistencia contra Rhizoctonia patogénica en frijol, debido a la
presencia de fenoles, sustancias pécticas y suberina (Jabaji-Hare et al., 1999).

En los andlisis combinados (Figura 41), aunque no hubo diferencias entre los fungicidas
aplicados, se obtuvo la mayor eficacia con la aplicacion de Headline (32.14 %). En cuanto a
las variedades, se alcanzé una mayor eficacia utilizando la variedad Strike (31.71 %). Al

realizar el anélisis de contrastes, comparando las mezclas contra fungicidas solos y no detectar

significancia, se sugiere la aplicacidn de algun fungicida (P=0.0001).
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Figura 41. Eficacia de los fungicidas de los analisis combinados de la primera evaluacion

En la segunda evaluacion, los mejores tratamientos fueron Rovral+Tecto (50.53 %) para la
variedad Palma, y Switch (53.23 %), Tecto+Switch (53.23 %), Switch+Headline (51.14 %)
para Strike (Figura 42). A pesar de no haber diferencias significativas entre los fungicidas

evaluados, los tratamientos mas eficaces fueron con Switch, solo o en mezcla, corroborado en
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las pruebas de invernadero contra R. solani y S. rolfsii, obteniendo las mejores eficacias

(Capitulo 1V).

R S
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Figura 42. Eficacia de los fungicidas en la segunda evaluacion en los andlisis individuales
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Figura 43. Eficacia de los fungicidas de los analisis combinados de la segunda evaluacion
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Por Gltimo, en el anélisis combinado los mejores tratamientos fueron Headline+Sportak,
Switch+Headline, Tecto+Switch, Merivon y Rovral con eficacias del 51.10, 50.48, 46.97,
47.81y 47.02 %, respectivamente. Los contrastes sugieren que la aplicacién de los fungicidas
quimicos en mezcla fueron mejores que aplicarlos sin mezclar (P=0.0001). En el caso de los
bioldgicos, obtuvo mayor eficacia (41.81 %) que Endorse, Tecto, Headline, Sportak y Cruiser.
Este ultimo, fue el que obtuvo menor eficacia, debido que solo se aplico a la semilla al

momento de la siembra, protegiendo solamente en las etapas iniciales de crecimiento de la

planta.
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Figura 44. Eficacias de los fungicidas de la tercera evaluacion en los analisis individuales

En la tercera evaluacion se observaron diferencias altamente significativas para todos los
casos, excepto para la variedad en los analisis combinados (P=0.4508). Para la variedad

Palma, (P=0.0004) aunque no hubo diferencias entre los fungicidas aplicados, la mezcla de
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Rovral+Tecto y Rovral solo, generaron las mejores eficacias con 69.27 y 60.89 %,
respectivamente (Figura 44).

Los contrastes indicaron mejores resultados cuando se aplican los fungicidas en mezcla
(P=0.0941). Las menores eficacias se obtuvieron con la aplicacion de Endorse y el tratamiento
de la semilla con Cruiser (Figura 44). Para la variedad Strike (P=0.0001), las mezclas
Headline+Sportak, Tecto+Switch y el Headline solo, alcanzaron las mejores eficacias con

71.22, 64.14 y 62.26 %. lgualmente gque en la variedad Palma, es recomendable aplicar los

fungicidas en mezclas (P=0.0016).
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Figura 45. Eficacias de los fungicidas de la tercera evaluacion en los analisis combinados

En los andlisis combinados, el analisis detectd diferencias altamente significativas (P=0.0001)
para los fungicidas, siendo el mejor la mezcla de Rovral+Tecto; mientras que la aplicacion de
Cruiser a la semilla fue la menos eficaz. En el caso de las variedades no se observaron

diferencias estadisticas (P=0.4508), sin embargo se obtuvo una eficacia ligeramente mejor al
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utilizar la variedad Strike (Figura 45). Es recomendable la aplicacion de los fungicidas en
mezcla, puesto que se observaron diferencias altamente significativas al contrastar contra los
fungicidas solos (P=0.0006).

En la Gltima evaluacion, el analisis de varianza detecto diferencias altamente significativas en

los analisis individuales y combinados, a excepcion de la variedad, en los combinados

(P=0.1614).
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Figura 46. Eficacia de los fungicidas en los analisis combinados de la cuarta evaluacion

Para la variedad Palma los mejores tratamientos fueron las mezclas de Rovral+Tecto (54.58
%) y Headline+Sportak (51.30 %), aunque no existe diferencias estadisticas entre los demas
fungicidas aplicados; mientras que para Strike fue la mezcla de Headline+Sportak (58.11 %).
Al realizar el anélisis de contrastes de cada variedad (P=0.0335 y P=0.0001 para Palma y
Strike, respectivamente) entre las mezclas de fungicidas y solos, se recomienda aplicar los
fungicidas en mezcla para obtener mejores eficacias. También se observé que para la variedad,
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1a mezcla de los bioldgicos fue mejor al contrastar con el grupo de fungicidas aplicados sin
mezclar, a excepcion de Tecto (Figura 46).

En los analisis combinados, el mejor tratamiento fue Headline+Sportak (54.70 %). Los
analisis de contrastes sugieren que es mejor la aplicacion de los fungicidas en mezcla
(P=0.0001), ademas, al comparar la aplicacion de los fungicidas solos contra la mezcla de

biolégicos (P=0.0080), resultdé con mayor eficacia el grupo de los bioldgicos (48.50 %)

(Figura 47).
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Figura 47. Eficacias de los fungicidas de los analisis combinados de la cuarta evaluacion

Culbreath et al. (2002) menciona que la aplicacién de piraclostrobin solo, resulta en un bajo
control de R. solani en cacahuate en condiciones de campo, concordando con los resultados
obtenidos para el manejo de R. solani en frijol ejotero cuando se aplicé solo. Esto puede
deberse a que el piraclostrobin es fuertemente adsorbido por las particulas del suelo,

resultando en baja desorcion, asi como ser inmovil en el suelo (Reddy et al., 2013) y mostrar
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una periodo de disipacion de 13 a 16 dias en el suelo (Zhang et al., 2012). Sin embargo, al ser
mezclado con procloraz, se obtuvo la mayor eficacia en todas las fechas de evaluacion, sin
embargo, en los ensayos de invernadero (capitulo V), procloraz fue el fungicida quimico
menos eficaz para el control de ambos patdgenos, igualmente en el ensayo en campo aplicado
solo. Aunque no se ha estudiado el sinergismo entre procloraz y piraclostrobin, se ha
demostrado ampliamente que el procloraz tiene efecto sinérgico con insecticidas piretroides
afectando principalmente a abejas (Aphis mellifera L.) (Chalvet-Monfray et al., 1996; Meled
et al., 1998) y especies acuéticas (Bjergager et al., 2012), ademas de mejorar el control de
algunos hongos que afectan al limén en postcosecha al mezclarlo con té de saponina (extracto
de semillas de Camelia sp.) (Hao et al., 2010).

Las variedades no mostraron diferencia estadistica, sin embargo, se obtuvo una ligera mayor
eficacia con la variedad Palma (3.92 % mas), al contrario con las primeras tres evaluaciones,
en las cuales se observaron mayores eficacias con la variedad Strike. Esto puede estar

relacionado con la pérdida de la residualidad de los fungicidas en el suelo.

1.45 Rentabilidad de los tratamientos

El célculo de los costos de produccion, ingresos totales y ganancia por peso invertido se
encuentran en los cuadros 10-A al 52-A del Apéndice. Se realizo el analisis tomando en cuenta
el analisis individual a traves de las variedades y el combinado, los cuales se resumen en los
cuadros 15 al 17.

Para la variedad Palma, el mejor tratamiento fue la mezcla de Headline+Sportak y Merivon,
con un GPI de 0.47 y 0.26, respectivamente; mientras que la mezcla Switch+Headline fue
menor que el tratamiento a la semilla con Cruiser. Puede notarse que el tratamiento de la

semilla como medida de proteccion temprana se obtuvo un GPI de 0.14, mucho mayor que la
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aplicacion de cualquier fungicida solo y en mezcla en etapa de plantula (Cuadro 15). Puede
atribuirse este efecto al evitar el desarrollo e infeccion de los hongos fitopatdégenos en la raiz
del hospedante.

Cuadro 15. Resumen del analisis econémico de la variedad Palma

No.  Tratamiento CT IT IN GPI
1 Endorse 28,998.30 21,761.66 -7,236.64 -0.25
2 Tecto 28,138.30  23,027.15 -5,111.15 -0.18
3 Headline 27,343.30  28,825.05 1,481.75 0.05
4  Sportak 28,308.30  27,397.67 -910.63 -0.03
5 Rovral 29,198.30  30,657.50 1,459.20 0.05
6  Cruiser 26,345.85  29,935.10 3,589.25 0.14
7  Switch 29,571.90 27,551.82 -2,020.08 -0.07
8 Probac+T22 29,998.30  31,547.60 1,549.30 0.05
9  Merivon 30,558.30  38,384.60 7,826.30 0.26
10 Headline + Sportak 29,908.30  44,009.64  14,101.34 0.47
11  Switch + Headline 30,502.50  33,401.33 2,898.83 0.10
12 Tecto 60 + Switch 31,966.90  32,435.12 468.22 0.01
13 Rovral + Tecto 60 31,593.30 32,428.67 835.37 0.03
14  Testigo 25,608.30  17,628.50 -7,979.80 -0.31

En el caso de la variedad Strike, las mayores ganancias se alcanzaron con la aplicacion de
Headline+Sportak y el tratamiento de la semilla con Cruiser, con un GPI de 0.34 y 0.15,
respectivamente. El tratamiento sin aplicacion genero un GPI negativo de -0.34 (Cuadro 16).
Por ultimo, en los anélisis combinados, se generaron mayores ganancias con la aplicacion de
Headline+Sportak, Merivon y el tratamiento de la semilla con Cruiser, con GPIs de 0.40, 0.13
y 0.14, respectivamente. Cabe sefialar que las ganancias fueron muy bajas debido al bajo
rendimiento obtenido en general, puesto que el rendimiento medio nacional ronda en las 9.10 t

hat (SAGARPA, 2014), esto posiblemente debido a la alta incidencia de mosca blanca.
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Cuadro 16. Resumen de analisis econdémico de la variedad Strike.

No. Tratamiento CT IT IN GPI
1 Endorse 28,998.30 27,235.77 -1,762.53 -0.06
2 Tecto 28,138.30 17,468.54 -10,669.76 -0.38
3 Headline 27,343.30 29,049.51 1,706.21 0.06
4 Sportak 28,308.30 24,334.56 -3,973.74 -0.14
5 Rovral 29,198.30 25,912.23 -3,286.07 -0.11
6 Crusier 26,345.85 30,345.32 3,999.47 0.15
7 Switch 29,571.90 25,471.70 -4,100.20 -0.14
8 Probac+t22 29,998.30 19,392.57 -10,605.73 -0.35
9 Merivon 30,558.30 30,422.72 -135.58 0.00
10 Headline + Sportak 29,908.30  40,022.25  10,113.95 0.34
11 Switch + Headline 30,502.50 21,688.13 -8,814.37 -0.29
12 Tecto 60 + Switch 31,966.90 23,897.90 -8,069.00 -0.25
13 Rovral + Tecto 60 31,593.30 28,429.02 -3,164.28 -0.10
14 Testigo 25,608.30 16,836.44 -8,771.86 -0.34

Cuadro 17. Resumen del analisis econémico combinado para las dos variadades.

No. Tratamiento CT IT IN GPI
1 Endorse 28,998.30 24,498.39  -4499.91 -0.16
2 Tecto 28,138.30 27,906.57 -231.73 -0.01
3 Headline 27,343.30 28,937.28 1593.98 0.06
4 Sportak 28,308.30 25,865.79  -2442.51 -0.09
5 Rovral 29,198.30 28,284.54 -913.76 -0.03
6 Crusier 26,345.85 30,140.21 3794.36 0.14
7 Switch 29,571.90 26,511.44  -3060.46 -0.10
8 Probac+T22 29,998.30 25,469.76  -4528.54 -0.15
9 Merivon 30,558.30 34,403.01 3844.71 0.13
10 Headline + Sportak 29,908.30 42,015.95 12107.65 0.40
11 Switch + Headline 30,502.50 27,544.73  -2957.77 -0.10
12 Tecto 60 + Switch 31,966.90 28,166.51  -3800.39 -0.12
13 Rovral + Tecto 60 31,593.30 30,429.17 -1164.13 -0.04
14 Testigo 25,608.30 17,232.47  -8375.83 -0.33
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15 CONCLUSIONES

En base a los resultados de los analisis individuales y combinados, el mejor tratamiento fue la
aplicacion de Headline+Sportak para reducir la severidad de la enfermedad (20.17 %) y por lo
tanto se logro la mejor eficacia en la ultima evaluacion (54.70 %), asi mismo se obtuvo el
mayor rendimiento de ejote de primera calidad (6514.1 kg ha™), obteniendo el mayor GPI con
0.40.

En cuanto a la aplicacién de la mezcla de Bacillus subtilis+Trichoderma harzianum se obtuvo
menor severidad y mayor eficacia que con los fungicidas aplicados solos, y que las mezclas
Switch+Headline, Tecto+Switch y Rovral+Tecto, sin embargo el rendimiento de ejote es
menor que los tratamientos mencionados y el precio de estos productos es elevado, por tanto el
GPI fue negativo (-0.15).

Con el tratamiento a la semilla con Cruiser se obtuvo un GPI positivo debido al bajo costo y al
realizar solamente una aplicacion, aunque no hubo diferencias significativas en el rendimiento
con los demas tratamientos, esto sugiere que la proteccion temprana de la raiz mediante la
aplicacion de un fungicida permite el desarrollo adecuado de la planta y evita la infeccién en
las primeras etapas, teniendo efecto positivo en el rendimiento de ejote. Por lo tanto, visto
desde un enfoque de manejo integrado de enfermedades, se recomienda la aplicacion de
Cruiser a la semilla, posteriormente usar la mezcla de Headline+Sportak en rotacion con los

productos bioldgicos.
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Cuadro 1-A. Anédlisis de varianza individuales y combinados de las variables evaluadas.

Variedad rendcll rendcl2  rendc2l rendc22 pesol0v longlOv  sev2 sev3 sev4 sev5 ABCPE EF2 EF3 EF4 EF5
INDIVIDUAL  Palma 0.0741  0.1406 0.0404 0.6161 0.2930 0.7753 ~ 0.0002  0.0001  0.0003  0.0001 0.0001  0.0001 0.0001 0.0004 0.0001
Strike 0.5146  0.8508 0.1278 0.7784 0.1096 0.5483 0.0021  0.0001  0.0001  0.0001 0.0001  0.0006 0.0001 0.0001 0.0001

COMBINADO  Variedad 0.0083  0.9080 0.5360 0.1660 0.2787 0.4171  0.2620 0.5589  0.9241  0.7091 0.6156  0.9270 0.3351 0.4508 0.1614
Tratamiento  0.0943  0.0753 0.0056 0.7700 0.5419 0.4410 0.0001 0.0001 0.0001  0.0001 0.0001  0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

*rend11=rendimiento del primer corte calidad primera; rend12=rendimiento primer corte calidad segunda; sev=severidad; EF=eficacia de los
fungicidas.

Cuadro 2-A. Comparacién multiple de medias de los analisis individuales para la variedad ‘palma’.

TRATAMIENTO  rendcll rendcl2 rendc2l rendc22 pesol0v longl0v sev2 sev3 sev4 sevb EF2 EF3 EF4 EF5

Endorse 24214 ab 3035 a 9525 ab 2587 a 3714 a 1157 a 40.00 b 2523 cd 27.14 ab 2750 b 21.37 a 4182 ab 2839 a 4017 a
Tecto 24214 ab 564.9 a 11487 ab 2021 a 4029 a 1191 a 4035 b 2892 bcd 1893 b 2321 b 2052 a 3321 abc 50.14 a 4944 a
Headline 34742 ab 3269 a 9948 ab 1939 a 4342 a  11.95 a 39.99 b 31.90 bc 1750 b 2642 b 2231 a 2637 bc 5391 a 4281 a
Sportak 29456 ab 519.9 a 13021 ab 3029 a 4339 a 11.92 a 3634 b 2928 bcd 1893 b 3142 b 27.99 a 3239 abc 50.16 a 31.80 a
Rovral 35394 ab 538.7 a 12137 ab 3255 a 4265 a 11.70 a 37.31 b 2227 cd 1464 b 2928 b 2638 a 4859 ab 60.89 a 36.62 a
Crusier 33303 ab 3731 a 13108 ab 2789 a 4582 a 1194 a 3571 b 3571 ab 2750 ab 27.14 b 30.01 a 1757 cd 26.63 ab 41.03 a
Switch 29886 ab 4005 a 12830 ab 3317 a 4224 a 1208 a 3857 b 27.49 bed 1750 b 2857 b 23.77 a 36.60 abc 54.02 a 38.05 a
Probac+t22 38019 ab 505.0 a 1089.2 ab 2969 a 4027 a 1167 a 4035 b 2500 cd 1750 b 2500 b 21.63 a 4240 ab 5337 a 4564 a
Merivon 43635 ab 400.2 a 15876 ab 3112 a 4384 a 1216 a 3750 b 2321 cd 2214 ab 2464 b 2640 a 4647 ab 41.37 ab 46.37 a
Headline + Sportak 52746 a 6574 a 15486 ab 3566 a 4239 a 1220 a 4142 b 2214 cd 2031 b 2249 b 1854 a 4893 ab 4674 a 5130 a
Switch + Headline 33618 ab 3596 a 18167 a 3287 a 4070 a 1188 a 3785 b 21.78 cd 1892 b 2393 b 2519 a 49.82 ab 50.19 a 48.04 a
Tecto 60 + Switch 38393 ab 436.0 a 11894 ab 2482 a 4268 a 1212 a 39.28 b 2571 bcd 17.85 b 2893 b 22.82 a 40.70 abc 5271 a 37.33 a
Rovral + Tecto 60 36302 ab 450.2 a 13975 ab 3042 a 3893 a 1174 a 3841 b 2143 d 1214 b 2071 b 2435 a 5053 a 6927 a 5458 a
Testigo 18968 b 5068 a 8363 b 2930 a 4380 a 1190 a 51.78 a 4333 a 3777 a 4619 a 000 b 000 d 000 b 0.00 b
DSH 3302.2 406.1 933.4 262.6 10.3 1.17 9.38  10.25 16.09 12.34 159  23.85 43.44 26.3

*Medias con diferente letra en la misma columna son estadisticamente diferentes; DSH: Diferencia Significativa Honesta de Tukey (p=0.05)
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Cuadro 3-A. Comparacion multiple de medias de los analisis individuales para la variedad “strike”.

Tratamiento rendcll rendcl2 rendc2l rendc22 pesol0v long10v sev2 sev3 sev4 Sevs EF2 EF3 EF4 EF5
Endorse 31178 a 2765 a 11048 a 3537 a 4654 a 1230 a 4178 b 3535 ab 21.06 b 2750 bc 31.88 a 26.16 ab 4931 a 3538 ab
Tecto 16987 a 289.8 a 1009.6 a 3640 a 4597 a 1201 a 3678 b 2964 b 2607 ab 2857 bc 3889 a 3967 a 33.79 ab 33.07 ab
Headline 30038 a 3488 a 1500.0 a 3649 a 4516 a 1228 a 3476 b 3250 ab 1535 b 2500 bc 4197 a 31.34 ab 6226 a 40.70 ab
Sportak 28128 a 2757 a 960.0 a 3675 a 3820 a 1167 a 4761 ab 2964 b 2295 b 2928 abc 21.84 ab 3701 a 4440 a 3154 abc
Rovral 27354 a 3061 a 12820 a 2596 a 4171 a 1197 a 40.00 b 2643 b 25.00 ab 3142 abc 35.15 a 4545 a 37.82 ab 2558 bc
Crusier 35123 a 3895 a 11924 a 3518 a 4266 a 11.66 a 4357 ab 30.71 b 26.07 ab 32.85 ab 3040 a 3546 a 34.82 ab 2247 hc
Switch 22907 a 5272 a 16584 a 3436 a 4614 a 1184 a 4035 b 2143 b 1678 b 3000 abc 3343 a 5422 a 57.28 a 2953 abc
Probac+t22 18164 a 3079 a 11902 a 3550 a 4483 a 11.89 a 3809 b 2750 b 2286 b 2048 bc 3664 a 4121 a 4265 a 5137 ab
Merivon 25438 a 4298 a 21729 a 4157 a 4658 a 1233 a 3761 b 2393 b 1642 b 2428 bc 3698 a 49.16 a 57.90 a 4238 ab
Headline + sportak 38663 a 2475 a 23387 a 4478 a 4261 a 1611 a 3500 b 2214 b 1142 b 1785 ¢ 4126 a 5327 a 7122 a 5811 a
Switch + headline 20432 a 3103 a 13193 a 3103 a 4345 a 11.86 a 4035 b 2392 b 1678 b 2285 bc 3495 a 5114 a 5900 a 4532 ab
Tecto 60 +switch 21884 a 299.9 a 15167 a 4020 a 4018 a 1150 a 4000 ab 21.78 b 1428 b 2035 bc 3277 a 5323 a 6414 a 5192 ab
Rovral +tecto 60 25438 a 3521 a 18638 a 3041 a 4338 a 1171 a 4392 ab 3000 b 1678 b 2500 bc 2778 a 3809 a 5966 a 4098 ab
Testigo 16866 a 167.4 a 9237 a 3374 a 4344 a 1228 a 6178 a 4821 a 4008 a 4238 a 000 b 000 b 000 b 0.0 c
DSH 34483  566.4 1766.0 291.3 9.71 6.05  19.01 16.86 15.73 13.75 27.39 33.08 39.59 31.91

*Medias con diferente letra en la misma columna son estadisticamente diferentes; DSH: Diferencia Significativa Honesta de Tukey (p=0.05).
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Cuadro 4-A. Comparacion multiple de medias de los anélisis combinados.

Variedades rendcll rendcl2 rendc2l rendc22 pesol0v long10v sev2 sev3 sev4 sev5 EF2 EF3 EF4 EF5
Palma 35474 a 453 a 14309 a 288 a 4197 a 1191 a 3963 a 27.39 a 2062 a 2753 a 2223 a 3681 a 4555 a 4023 a
Strike 25614 b 3234 a 12622 a 3555 a 4363 a 1224 a 4154 a 288 a 2085 a 2698 a 3171 a 3967 a 4815 a 3631 a
DSH 502.4 154.1 770.2 113.9 4.01 1.13 4.4 6.85 6.92 4.22 12.37 7.93 9.58 6.73
Fungicidas

Endorse 2769.6 ab 2899 a 10286 ab 3062 a 4184 a 1195 a 40.89 b 30.29 bcd 24.10 bc 27.50 bc 26.62 a 33.99 abc 38.85 ab 37.77 ab
Tecto 32475 ab 4273 a 10791 ab 2830 a 4313 a 1196 a 3857 b 29.28 bhcd 2250 bc 25.89 bc 29.71 a 36.44 abc 4196 ab 41.25 ab
Headline 32390 ab 337.8 a 12474 ab 2794 a 4429 a 1212 a 37.38 b 3220 bc 1642 bc 2571 bc 3214 a 28.85 cb 58.08 ab 41.75 ab
Sportak 2879.2 ab 397.8 a 11310 ab 3353 a 4079 a 1179 a 4197 b 29.46 bcd 20.94 bc 30.35 b 2491 a 3470 abc 47.28 ab 3167 b
Rovral 31374 ab 4223 a 12478 ab 2925 a 4218 a  11.83 a 3865 b 2435 bcd 19.82 bc 3035 b 30.76 a 47.02 ab 49.35 ab 31.10 b
Crusier 34213 ab 3813 a 12516 ab 3154 a 4424 a 1180 a 3964 b 3321 b 2678 b 2929 b 3020 a 2651 ¢ 3072 b 3175 b
Switch 2639.6 ab 463.8 a 1470.7 ab 337.7 a 4419 a 1195 a 39.46 b 24.46 bcd 17.14 bc 2928 b 2860 a 4541 abc 55.64 ab 33.79 b
Probac+T22 2809.1 ab 406.4 a 11397 ab 3259 a 4255 a 1178 a 3922 b 26.25 bcd 20.18 bc 22.74 bc 29.14 a 41.81 abc 48.00 ab 4850 ab
Merivon 34536 ab 4149 a 1880.2 a 3635 a 4521 a 1224 a 3755 b 2357 cd 1928 bc 2446 bc 3169 a 47.81 ab 49.63 ab 44.38 ab
Headline + sportak 45704 a 4524 a 19437 a 4022 a 4250 a 1416 a 3821 b 2214 d 1587 ¢ 2017 ¢ 2990 a 51.10 a 5897 ab 54.70 a
Switch + headline 27025 ab 3349 a 15680 ab 3195 a  42.08 a 11.87 a 39.10 b 2285 cd 17.85 bc 23.39 bc 30.07 a 5048 a 5459 ab 46.68 ab
Tecto 60 +switch 30138 ab 367.9 a 1353.1 ab 3251 a 4143 a 1181 a 3964 b 23.75 bcd 16.07 bc 24.64 bc 27.79 a 46.97 ab 5842 ab 44.62 ab
Rovral +tecto 60 3087.0 ab 401.1 a 16307 ab 3042 a 4116 a 11.72 a 4117 b 2571 bcd 14.46 ¢ 2285 bc 26.06 a 4431 abc 64.46 a 47.78 ab
Testigo 1791.7 b 3370 a 880.0 b 3152 a 4362 a 12.09 a 56.78 a 4577 a 3893 a 4428 a 000 b 000 d 000 ¢ 000 c

DSH 23135 337.7 967.9 190.0 6.86 2.98  10.27 9.56 10.9 8.95 15.34  19.76 28.48 20.03
*Medias con diferente letra en la misma columna son estadisticamente diferentes; DSH: Diferencia Significativa Honesta de Tukey (p=0.05)
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Cuadro 5-A. Contrastes de analisis individuales para la variable rendimiento.

Rend1l Mejor grupo Rend12 Mejor grupo Rend21 Mejor grupo  Rend22 Mejor grupo
Palma Todos vs Testigo 0.0125 Todos 0.4921 Testigo 0.0217 Todos 0.9210 Testigo
Solos vs Testigo 0.0277 Solos 0.3641 Testigo 0.0550 Solos 0.7537 Testigo
Solos vs Bioldgicos 0.6476 Bioldgicos 0.3751 Bioldgicos 0.4953 Solos 0.7015 Bioldgicos
Solos vs Mezclas 0.1819 Mezclas 0.3423 Mezclas 0.0249 Mezclas 0.2480 Mezclas
Strike Todos vs Testigo 0.1913 Todos 0.1565 Todos 0.1402 Todos 0.7464 Todos
Solos vs Testigo 0.1637 Solos 0.1219 Solos 0.2464 Solos 0.8055 Solos
Solos vs Bioldgicos 0.2223 Solos 0.6917 Solos 0.6496 Solos 0.9689 Bioldgicos
Solos vs Mezclas 0.8979 Solos 0.4451 Solos 0.0695 Mezclas 0.7052 Mezclas
Cuadro 6-A. Contrastes de andlisis individuales para la variable severidad de la enfermedad y ABCPE.
SEV2 Mejor grupo SEV3 Mejor grupo SEV4  Mejor grupo SEV5  Mejor grupo ABCPE  Mejor grupo
Palma  Todos vs Testigop ~ 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001  Testigo
Solos vs Testigo ~ 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001  Testigo
Solos vs Biolégico 0.2855 Biolégicos 0.1710 Solos 0.3745 Solos 0.3854 Solos 0.2431  Solos
Solos vs Mezclas ~ 0.3747 Orgénicos  0.0001 Solos 0.1063 Solos 0.0354 Solos 0.0025  Solos
Strike  Todosvs Testigop ~ 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001  Testigo
Solos vs Testigop ~ 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001  Testigo
Solos vs Bioldgicos 0.5815 Solos 0.7351 Solos 0.6217 Biolégicos 0.0076 Solos 0.5286  Solos
Solos vs Mezclas ~ 0.8327 Solos 0.0446 Solos 0.0018 Solos 0.0001 Solos 0.0029  Solos
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Cuadro 7-A. Contrastes de andlisis individuales para la variable eficacia biologica de los fungicidas.

Mejor Mejor Mejor Mejor
EF2 grupo EF3 grupo EF4 grupo EF5 grupo
PALMA Todos vs Testigo 0.0001 Todos 0.0001 Todos 0.0001 Todos 0.0001 Todos
Solos vs Testigo 0.0001 Solos 0.0001 Solos 0.0001 Solos 0.0001 Solos
Solos vs Bioldgicos 0.3421 Solos 0.1686 Bioldgicos 0.4056 Bioldgicos 0.3846 Biologicos
Solos vs Mezclas 0.2787 Solos 0.0002 Mezclas 0.0941 Mezclas 0.0335 Mezclas
STRIKE Todos vs Testigo 0.0001 Todos 0.0001 Todos 0.0001 Todos 0.0001 Todos
Solos vs Testigo 0.0001 Solos 0.0001 Solos 0.0001 Solos 0.0001 Solos
Solos vs Bioldgicos 0.6263 Biologicos 0.8412 Biologicos 0.5875 Solos 0.0078 Bioldgicos
Solos vs Mezclas 0.912 Mezclas 0.0285 Mezclas 0.0016 Mezclas 0.0001 Mezclas

Cuadro 8-A. Contrastes del analisis combinado para las variables rendimiento, severidad de la enfermedad y eficacia biologica de
los fungicidas.

RENDIMIENTO Rendll Mejor grupo Rend12 Mejor grupo Rend21  Mejor grupo Rend22  Mejor grupo

Todos vs Testigo 0.0069 Todos 0.4437 Todos 0.0166 Todos 0.8615 Todos
Solos vs Testigo 0.0109 Solos 0.4556 Solos 0.053 Solos 0.9782 Testigo
Solos vs Biolégicos  0.5655 Solos 0.8434 Biologicos 0.4697 Solos 0.7744 Biologicos
Solos vs Mezcla 0.3998 Mezclas 0.947 Solos 0.0076 Mezclas 0.3232 Mezclas

SEVERIDAD SEV2 Mejorgrupo SEV3 Mejorgrupo SEV4  Mejorgrupo  SEV5  Mejor grupo ABCPE g/:ﬁj;g
Todos vs Testigo 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001  Testigo
Solos vs Testigo 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo 0.0001  Testigo
Solos vs Biolégicos ~ 0.9846 Solos 0.3128 Solos 0.769 Solos 0.0089 Solos 0.2429  Solos
Solos vs Mezclas 0.8368 Mezclas 0.0002 Solos 0.0007 Solos 0.0001 Solos 0.0001  Solos
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Continuacion...

EFICACIA EF2 Mejor grupo EF3 Mejor grupo EF4 Mejor grupo EF5 Mejor grupo
Todos vs Testigo 0.0001 Todos 0.0001 Todos 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo
Solos vs Testigo 0.0001 Solos 0.0001 Solos 0.0001 Testigo 0.0001 Testigo
Solos vs Bioldgicos  0.9535 Solos 0.3281 Biologicos 0.8009 Bioldgicos 0.008 Bioldgicos
Solos vs Mezclas 0.6501 Solos 0.0001 Mezclas 0.0006 Mezclas 0.0001 Mezclas
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Cuadro 9-A. Analisis individuales y combinados de la correlacion entre la severidad y el
rendimiento de ejote.

VARIEDAD SEV?2 SEV3 SEV4 SEV5
PALMA rend11 -0.11 -0.31 -0.32 -0.36
0.3794 0.0179 0.1458 0.6718
rend12 0.02 -0.05 -0.19 0.05
0.8691 0.6821 0.1458 0.6718
rend21 -0.22 -0.19 -0.2 -0.22
0.0976 0.1583 0.1285 0.0968
rend22 -0.04 -0.09 0.08 -0.05
0.7676 0.4673 0.5561 0.7005
STRIKE rend1l -0.07 -0.008 -0.22 -0.09
0.5631 0.9478 0.1003 0.4741
rend12 -0.15 -0.14 -0.16 -0.08
0.2499 0.2948 0.2141 0.5162
rend21 -0.2 -0.27 -0.33 -0.35
0.1359 0.0406 0.0115 0.0074
rend22 -0.07 -0.11 0.07 -0.06
0.5931 0.4137 0.5609 0.6341
COMBINADOS SEV2 SEV3 SEV4 SEV5
Rend11 -0.12 -0.16 -0.26 -0.2
0.1945 0.0801 0.0056 0.0287
rend12 -0.12 -0.12 -0.17 -0.009
0.1766 0.1756 0.0639 0.9175
rend21 -0.18 -0.23 -0.27 -0.3
0.0477 0.014 0.0029 0.0012
rend22 -0.02 -0.07 0.07 -0.06
0.7993 0.4205 0.4025 0.4807

A continuacién se presentan la estructura de los costos de produccion para cada tratamiento y
variedad, y posteriormente del analisis combinado. En los primeros cuadros se presentan la
estructura completa de los costos, posteriormente solo se contemplan los costos totales, costo
unitario, ingreso total, rendimiento, ingreso neto y ganancia por peso invertido. Cabe sefialar
que el precio por kg de las semillas de cada variedad es el mismo.

*El precio se tomo de la media mensual del mes de cosecha del experimento (marzo de 2015) en base a

los datos del SNIIM, suponiendo que el producto es vendido en la Central de Abasto del D.F.
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Cuadro 10-A. Estructura de costos del tratamiento ENDORSE para la variedad “Palma”.

CANTI IMPORT
CONCEPTO DAD UNIDAD P.U.(%) COSTO ($) E(9) %
1. Renta del terreno 1 ha 4,500.00 4,500.00  4,500.00 15.52
2. Preparacion del terreno 1,500.00 5.17
2.1 Barbecho 1 ha 800.00 800.00
2.2 Surcado 1 ha 700.00 700.00
3. Siembra 4,710.00 16.24
3.1 Semilla 35 kg 86.00 3,010.00
3.2 Mano de obra 1 ha 1,700.00 1,700.00
4. Fertilizacion edéfica y
foliar 4,971.80 17.15
4.1 Sulfato de amonio 488 kg 3.40 1,659.20
4.2 DAP 174 kg 7.80 1,357.20
4.3 Cloruro de potasio 67 kg 6.20 415.40
4.4 AGRO-K 2 kg 120.00 240.00
4.5 MAS FOLLAJE 2 It 100.00 200.00
4.6 AGROMIL 1 It 350.00 350.00
4.7 Mano de obra 5  jornal 150.00 750.00
5. Control de plagas y
enfermedades 5,453.50 18.81
5.1 MURALLA MAX 2 250mL 375.00 750.00
5.2 MOVENTO 0.5 It 1,179.00 589.50
5.3 PLENUM 2 sobre50(g 137.00 274.00
5.5 ENDORSE (tratamiento) 14 kg 2,100.00 2,940.00
5.6 Mano de obra 6 jornal 150.00 900.00
6. Labores culturales 1,150.00 3.97
6.1 Paso de cultivo 1 ha 1,000.00 1,000.00
6.2 Destape de mata y
escarda 1 jornal 150.00 150.00
7. Riegos 1,800.00 6.21
7.1 Pago de agua 40 h 15.00 600.00
7.2 Mano de obra 8  jornal 150.00 1,200.00
8. Cosecha 2,750.00 9.48
8.1 Recoleccién 20 jornal 100.00 2,000.00
8.2 Lavado y evasado 3 jornal 200.00 600.00
8.3 Envase 50 arpilla 3.00 150.00
9. Flete 1 Flete 1,500.00 1,500.00  1,500.00 5.17
10. Depreciacién 663.00 2.29
COSTO TOTAL (CT) 28,998.30 100.0
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 8.59
INGRESO TOTAL (IT) 21,761.66
RENDIMIENTO (kg ha-1) 3,373.90
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -7,236.65
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.25
Precio kg-1 6.45
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Cuadro 11-A. Estructura de costos del tratamiento TECTO 60 para la variedad “Palma”.

COSTO TOTAL (CT) 28,138.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 7.88
INGRESO TOTAL (IT) 23,027.15
RENDIMIENTO (kg ha-1) 3,570.10
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -5,111.16
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.18
Precio kg-1 6.45
Cuadro 12-A. Estructura de costos del tratamiento HEADLINE para la variedad ‘“Palma”

COSTO TOTAL (CT) 27,343.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 6.12
INGRESO TOTAL (IT) 28,825.05
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,469.00
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 1,481.75
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.05
Precio kg-1 6.45
Cuadro 13-A. Estructura de costos del tratamiento SPORTAK para la variedad “Palma”

COSTO TOTAL (CT) 28,308.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 6.66
INGRESO TOTAL (IT) 27,397.67
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,247.70
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -910.63
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.03
Precio kg-1 6.45
Cuadro 14-A. Estructura de costos del tratamiento ROVRAL para la variedad “Palma”

COSTO TOTAL (CT) 29,198.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 6.14
INGRESO TOTAL (IT) 30,657.50
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,753.10
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 1,459.20
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.05
Precio kg-1 6.45
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Cuadro 15-A. Estructura de costos del tratamiento CRUISER para la variedad “Palma”.

COSTO TOTAL (CT) 26,345.85
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 5.68
INGRESO TOTAL (IT) 29,935.10
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,641.10
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 3,589.25
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.14
Precio kg-1 6.45

Cuadro 16-A. Estructura de costos del tratamiento SWITCH para la variedad “Palma”.

COSTO TOTAL (CT) 29,571.90
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 6.92
INGRESO TOTAL (IT) 27,551.82
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,271.60
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -2,020.08
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.07
Precio kg-1 6.45

Cuadro 17-A. Estructura de costos del tratamiento PROBAC+T22 (bioldgicos) para la
variedad “Palma”.

COSTO TOTAL (CT) 29,998.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 6.13
INGRESO TOTAL (IT) 31,547.60
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,891.10
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 1,549.30
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.05
Precio kg-1 6.45

Cuadro 18-A. Estructura de costos del tratamiento MERIVON para la variedad “Palma”.

COSTO TOTAL (CT) 30,558.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 5.13
INGRESO TOTAL (IT) 38,384.60
RENDIMIENTO (kg ha-1) 5,951.10
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 7,826.30
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.26
Precio kg-1 6.45
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Cuadro 19-A. Estructura de costos del tratamiento HEADLINE+SPORTAK para la variedad
“Palma”.

COSTO TOTAL (CT) 29,908.30
COSTO UNITARIO (CU=CT/y) 4.38
INGRESO TOTAL (IT) 44,009.64
RENDIMIENTO (kg ha-1) 6,823.20
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 14,101.34
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.47
Precio kg™ 6.45

Cuadro 20-A. Estructura de costos del tratamiento SWITCH + HEADLINE para la variedad
“Palma”.

COSTO TOTAL (CT) 30,502.50
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 5.89
INGRESO TOTAL (IT) 33,401.33
RENDIMIENTO (kg ha-1) 5,178.50
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 2,898.83
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.10
Precio kg™ 6.45

Cuadro 21-A. Estructura de costos del tratamiento TECTO 60 + SWITCH para la variedad
“Palma”.

COSTO TOTAL (CT) 31,966.90
COSTO UNITARIO (CU=CTJy) 6.36
INGRESO TOTAL (IT) 32,435.12
RENDIMIENTO (kg ha-1) 5,028.70
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 468.21
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.01
Precio kg™ 6.45

Cuadro 22-A. Estructura de costos del tratamiento ROVRAL + TECTO 60 para la variedad
“Palma”.

COSTO TOTAL (CT) 31,593.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 6.28
INGRESO TOTAL (IT) 32,428.67
RENDIMIENTO (kg ha-1) 5,027.70
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 835.37
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.03
Precio kg™ 6.45
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Cuadro 23-A. Estructura de costos del TESTIGO para la variedad “Palma”.

COSTO TOTAL (CT) 25,608.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 9.37
INGRESO TOTAL (IT) 17,628.50
RENDIMIENTO (kg ha-1) 2,733.10
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -7,979.81
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.31
Precio kg-1 6.45

Cuadro 24-A. Estructura de costos del tratamiento ENDORSE para la variedad “Strike”.

CANTI COSTO IMPORT
CONCEPTO DAD UNIDAD PU.(3) (9 E($) %
1. Renta del terreno 1 ha 4,500.00 4,500.00 4,500.00 15.52
2. Preparacion del terreno 1,500.00 5.17
2.1 Barbecho 1 ha 800.00 800.00
2.2 Surcado 1 ha 700.00 700.00
3. Siembra 4,710.00 16.24
3.1 Semilla 35 kg 86.00 3,010.00
3.2 Mano de obra 1 ha 1,700.00 1,700.00
4. Fertilizacion edafica y foliar 4,971.80 17.15
4.1 Sulfato de amonio 488 kg 3.40 1,659.20
4.2 DAP 174 kg 7.80 1,357.20
4.3 Cloruro de potasio 67 kg 6.20 415.40
4.4 AGRO-K 2 kg 120.00 240.00
4.5 MAS FOLLAJE 2 It 100.00 200.00
4.6 AGROMIL 1 It 350.00 350.00
4.7 Mano de obra 5  jornal 150.00 750.00
5. Control de plagas y
enfermedades 5,453.50 18.81
5.1 MURALLA MAX 2 250 mL 375.00 750.00
5.2 MOVENTO 0.5 It 1,179.00 589.50
5.3 PLENUM 2 sobre50g 137.00 274.00
5.5 ENDORSE (tratamiento) 14 kg 2,100.00 2,940.00
5.6 Mano de obra 6  jornal 150.00 900.00
6. Labores culturales 1,150.00 3.97
6.1 Paso de cultivo 1 ha 1,000.00 1,000.00
6.2 Destape de mata y escarda 1 jornal 150.00 150.00
7. Riegos 1,800.00 6.21
7.1 Pago de agua 40 h 15.00 600.00
7.2 Mano de obra 8 jornal 150.00 1,200.00
8. Cosecha 2,750.00 9.48
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8.1 Recoleccioén 20  jornal 100.00 2,000.00
8.2 Lavado y envasado 3 jornal 200.00 600.00
8.3 Envase 50 arpilla 3.00 150.00
9. Flete 1 Flete 1,500.00 1,500.00 1,500.00 5.17
10. Depreciacion 663.00 2.29
COSTO TOTAL (CT) 28,998.30 100.0
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 6.87
INGRESO TOTAL (IT) 27,235.77
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,222.60
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -1,762.53
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.06
Precio kg-1 6.45

Cuadro 25-A. Estructura de costos del tratamiento TECTO 60 para la variedad “Strike”.

COSTO TOTAL (CT) 28,138.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 10.39
INGRESO TOTAL (IT) 17,468.54
RENDIMIENTO (kg ha-1) 2,708.30
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -10,669.77
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.38
Precio kg-1 6.45

Cuadro 26-A. Estructura de costos del tratamiento HEADLINE para la variedad “Strike”

COSTO TOTAL (CT) 27,343.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 6.07
INGRESO TOTAL (IT) 29,049.51
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,503.80
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 1,706.21
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.06
Precio kg-1 6.45
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Cuadro 27-A. Estructura de costos del tratamiento SPORTAK para la variedad “Strike”

COSTO TOTAL (CT) 28308.3
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 7.50
INGRESO TOTAL (IT) 24,334.56
RENDIMIENTO (kg ha-1) 3,772.80
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -3,973.74
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.14
Precio kg-1 6.45

Cuadro 28-A. Estructura de costos del tratamiento ROVRAL para la variedad “Strike”

COSTO TOTAL (CT) 29,198.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 7.27
INGRESO TOTAL (IT) 25,912.23
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,017.40
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -3,286.07
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.11
Precio kg-1 6.45

Cuadro 29-A. Estructura de costos del tratamiento CRUISER para la variedad “Strike”.

COSTO TOTAL (CT) 26,345.85
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 5.60
INGRESO TOTAL (IT) 30,345.32
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,704.70
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 3,999.47
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.15
Precio kg-1 6.45

Cuadro 30-A. Estructura de costos del tratamiento SWITCH para la variedad “Strike”.

COSTO TOTAL (CT) 29,571.90
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 7.49
INGRESO TOTAL (IT) 25,471.70
RENDIMIENTO (kg ha-1) 3,949.10
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -4,100.21
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.14
Precio kg-1 6.45
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Cuadro 31-A. Estructura de costos del tratamiento PROBAC+T22 (bioldgicos) para la
variedad “Strike”.

COSTO TOTAL (CT) 29,998.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 9.98
INGRESO TOTAL (IT) 19,392.57
RENDIMIENTO (kg ha-1) 3,006.60
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -10,605.73
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.35
Precio kg-1 6.45

Cuadro 32-A. Estructura de costos del tratamiento MERIVON para la variedad “Strike”.

COSTO TOTAL (CT) 30,558.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 6.48
INGRESO TOTAL (IT) 30,422.72
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,716.70
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -135.58
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.00
Precio kg-1 6.45

Cuadro 33-A. Estructura de costos del tratamiento HEADLINE+SPORTAK para la variedad
“Strike”.

COSTO TOTAL (CT) 29,908.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 4.82
INGRESO TOTAL (IT) 40,022.25
RENDIMIENTO (kg ha-1) 6,205.00
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 10,113.95
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.34
Precio kg-1 6.45

Cuadro 34-A. Estructura de costos del tratamiento SWITCH + HEADLINE para la variedad
“Strike”.

COSTO TOTAL (CT) 30,502.50
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 9.07
INGRESO TOTAL (IT) 21,688.13
RENDIMIENTO (kg ha-1) 3,362.50
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -8,814.38
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.29
Precio kg-1 6.45
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Cuadro 35-A. Estructura de costos del tratamiento TECTO 60 + SWITCH para la variedad

“Strike”.

COSTO TOTAL (CT) 31,966.90
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 8.63
INGRESO TOTAL (IT) 23,897.90
RENDIMIENTO (kg ha-1) 3,705.10
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -8,069.01
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.25
Precio kg-1 6.45

Cuadro 36-A. Estructura de costos del tratamiento ROVRAL + TECTO 60 para la variedad

“Strike”.

COSTO TOTAL (CT) 31,593.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 7.17
INGRESO TOTAL (IT) 28,429.02
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,407.60
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -3,164.28
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.10
Precio kg-1 6.45
Cuadro 37-A. Estructura de costos del TESTIGO para la variedad “Strike”.

COSTO TOTAL (CT) 25,608.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 9.81
INGRESO TOTAL (IT) 16,836.44
RENDIMIENTO (kg ha-1) 2,610.30
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -8,771.87
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.34
Precio kg-1 6.45
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Cuadro 38-A. Estructura de costos del tratamiento ENDORSE del analisis combinado.

CANTI COSTO  IMPORT
CONCEPTO DAD UNIDAD P.U.(%) ($) E (%) %
1. Renta del terreno 1 ha 4,500.00 4,500.00 4,500.00 15.52
2. Preparacion del terreno 1,500.00 5.17
2.1 Barbecho 1 ha 800.00 800.00
2.2 Surcado 1 ha 700.00 700.00
3. Siembra 4,710.00 16.24
3.1 Semilla 35 kg 86.00  3,010.00
3.2 Mano de obra 1 ha 1,700.00  1,700.00
4. Fertilizacion edéfica y foliar 4,971.80 17.15
4.1 Sulfato de amonio 488 kg 340  1,659.20
4.2 DAP 174 kg 7.80 1,357.20
4.3 Cloruro de potasio 67 kg 6.20 415.40
4.4 AGRO-K 2 kg 120.00 240.00
4.5 MAS FOLLAJE 2 It 100.00 200.00
4.6 AGROMIL 1 It 350.00 350.00
4.7 Mano de obra 5  jornal 150.00 750.00
5. Control de plagas y
enfermedades 5,453.50 18.81
5.1 MURALLA MAX 2 250mL 375.00 750.00
5.2 MOVENTO 0.5 It 1,179.00 589.50
5.3 PLENUM 2 sobre50g 137.00 274.00
5.5 ENDORSE (tratamiento) 1.4 kg 2,100.00  2,940.00
5.6 Mano de obra 6  jornal 150.00 900.00
6. Labores culturales 1,150.00 3.97
6.1 Paso de cultivo 1 ha 1,000.00  1,000.00
6.2 Destape de mata y escarda 1 jornal 150.00 150.00
7. Riegos 1,800.00 6.21
7.1 Pago de agua 40 h 15.00 600.00
7.2 Mano de obra 8 jornal 150.00  1,200.00
8. Cosecha 2,750.00 9.48
8.1 Recoleccién 20  jornal 100.00  2,000.00
8.2 Lavado y envasado 3 jornal 200.00 600.00
8.3 Envase 50 arpilla 3.00 150.00
9. Flete 1 Flete 1,500.00 1,500.00 1,500.00 5.17
10. Depreciacién 663.00 2.29
COSTO TOTAL (CT) 28,998.30 100
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 7.63
INGRESO TOTAL (IT) 24,498.39
RENDIMIENTO (kg ha-1) 3,798.20
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -4,499.91
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GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.16
Precio kg-1 6.45

Cuadro 39-A. Estructura de costos del tratamiento TECTO 60 del analisis combinado.

COSTO TOTAL (CT) 28,138.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 6.50
INGRESO TOTAL (IT) 27,906.57
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,326.60
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -231.73
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.01
Precio kg-1 6.45
Cuadro 40-A. Estructura de costos del tratamiento HEADLINE del analisis combinado.

COSTO TOTAL (CT) 27,343.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 6.09
INGRESO TOTAL (IT) 28,937.28
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,486.40
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 1,593.98
GANANCIA POR PESO INVERTIDO

(GPI=IN/CT) 0.06
Precio kg-1 6.45
Cuadro 41-A. Estructura de costos del tratamiento SPORTAK del analisis combinado.

COSTO TOTAL (CT) 28,308.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 7.06
INGRESO TOTAL (IT) 25,865.79
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,010.20
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -2,442 51
GANANCIA POR PESO INVERTIDO

(GPI=IN/CT) -0.09
Precio kg-1 6.45
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Cuadro 42-A. Estructura de costos del tratamiento ROVRAL del analisis combinado.

COSTO TOTAL (CT) 29,198.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 6.66
INGRESO TOTAL (IT) 28,284.54
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,385.20
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -913.76
GANANCIA POR PESO INVERTIDO

(GPI=IN/CT) -0.03
Precio kg-1 6.45

Cuadro 43-A. Estructura de costos del tratamiento CRUISER del analisis combinado.

COSTO TOTAL (CT) 26,345.85
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 5.64
INGRESO TOTAL (IT) 30,140.21
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,672.90
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 3,794.36
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.14
Precio kg-1 6.45

Cuadro 44-A. Estructura de costos del tratamiento SWITCH del analisis combinado.

COSTO TOTAL (CT) 29,571.90
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 7.19
INGRESO TOTAL (IT) 26,511.44
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,110.30
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -3,060.47
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.10
Precio kg-1 6.45

Cuadro 45-A. Estructura de costos del tratamiento PROBAC+T22 (biologicos) del analisis
combinado.

COSTO TOTAL (CT) 29,998.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 7.60
INGRESO TOTAL (IT) 25,469.76
RENDIMIENTO (kg ha-1) 3,948.80
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -4,528.54
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.15
Precio kg-1 6.45
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Cuadro 46-A. Estructura de costos del tratamiento MERIVVON del analisis combinado.

COSTO TOTAL (CT) 30,558.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 5.73
INGRESO TOTAL (IT) 34,403.01
RENDIMIENTO (kg ha-1) 5,333.80
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 3,844.71
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.13
Precio kg-1 6.45

Cuadro 47-A. Estructura de costos del tratamiento HEADLINE+SPORTAK del analisis
combinado.

COSTO TOTAL (CT) 29,908.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 4.59
INGRESO TOTAL (IT) 42,015.95
RENDIMIENTO (kg ha-1) 6,514.10
INGRESO NETO (IN=IT-CT) 12,107.65
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) 0.40
Precio kg-1 6.45

Cuadro 48-A. Estructura de costos del tratamiento SWITCH + HEADLINE del analisis
combinado.

COSTO TOTAL (CT) 30,502.50
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 7.14
INGRESO TOTAL (IT) 27,544.73
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,270.50
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -2,957.78
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.10
Precio kg-1 6.45

Cuadro 49-A. Estructura de costos del tratamiento TECTO 60 + SWITCH del analisis
combinado.

COSTO TOTAL (CT) 31,966.90
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 7.32
INGRESO TOTAL (IT) 28,166.51
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,366.90
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -3,800.40
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.12
Precio kg-1 6.45
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Cuadro 50-A. Estructura de costos del tratamiento ROVRAL + TECTO 60 del analisis

combinado.

COSTO TOTAL (CT) 31,593.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 6.70
INGRESO TOTAL (IT) 30,429.17
RENDIMIENTO (kg ha-1) 4,717.70
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -1,164.14
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.04
Precio kg-1 6.45

Cuadro 51-A. Estructura de costos del TESTIGO del anélisis combinado.

COSTO TOTAL (CT) 25,608.30
COSTO UNITARIO (CU=CTly) 9.59
INGRESO TOTAL (IT) 17,232.47
RENDIMIENTO (kg ha-1) 2,671.70
INGRESO NETO (IN=IT-CT) -8,375.84
GANANCIA POR PESO INVERTIDO (GPI=IN/CT) -0.33
Precio kg-1 6.45

Cuadro 52-A. Depreciacion anual del equipo utilizado en el experimento (pesos ha™).

CONCEPTO C'I“[')\'T UNIDAD P.U. COSTO IMPORTE VU DA (%) DA($)

Equipo 13,260.00 2,652.00
Azadén 4  Pieza 80.00  320.00 5 0.20 64.00
Pala 2  Pieza 120.00  240.00 5 0.20 48.00
Aspersora manual 4 Equipo 650.00 2,600.00 5 0.20 520.00
Qso‘zg[f;;ga 1 Equipo  9,500.00 9,500.00 5 020 1,900.00
Tonel 3 Pieza 200.00  600.00 5 0.20 120.00
Depreciacion anual 2,652.00
Depreciacion por ciclo (3 meses) 663.00
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