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RESUMEN GENERAL

MANEJO DE LA ENFERMEDAD MANCHADO DE CALIZ DE LA JAMAICA (HIBISCUS
SABDARIFFA L), MEDIANTE EL USO DE TRICHODERMA LONGIBRACHIATUM EN
COMBINACION CON BIOPOLIMEROS, EN TECOANAPA, GUERRERO.

El cultivo de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es importante en el estado de Guerrero, México.
Dentro de los problemas fitosanitarios mas importantes que afectan al cultivo, se encuentran las
enfermedades que afectan a la raiz y tallo causadas por hongos, sin embargo, en los Ultimos
afios la enfermedad denominada manchado de hojas y cdlices inducida por Corynespora
cassiicola y Coniella diplodiella, se considera la principal problematica del cultivo. El control
biolégico tiene un enfoque sostenible y practico para el manejo de enfermedades de las plantas.
La activacién de la cepa de T. longibrachatum se realizé un medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa
Agar). Se evaluaron 4 sustratos (grano de arroz, olote, maiz molido y grano de maiz). Los mejores
resultados se obtuvieron con el grano de maiz, el cual cumple con las necesidades nutricionales
para propagar al hongo antagonista. Se observo mejor crecimiento a los cuatro dias y a las tres
semanas los granos estaban completamente cubiertos de micelio del antagonista. El trabajo de
campo se desarrollé en dos lotes, bajo condiciones de temporal, ubicados en las localidades de
Huamuchapa y Villa Hermosa, municipio de Tecoanapa, Gro. Se utilizé un disefio en bloques
completos al azar con siete tratamientos (T1:QT, Quitosano + Trichoderma I, T2:AT, Alginato
+Trichoderma I, T3:T, Trichoderma I, T4:Q, Quitosano, T5:A, Alginato, T6:G, Gribac, y T7:Tes,
testigo sin inocular); con tres repeticiones. Se destac6 como menos eficiente el tratamiento siete
con 46.4 y 41.55 % de severidad en hojas, en Villa Hermosa y Huamuchapa, respectivamente;
mientras que el mejor fue el tratamiento uno (quitosano + Trichoderma I) con 26.38 y 15.56 %.
Los biopolimeros quitosano y alginato en combinacion con Trichoderma longibrachatum fueron
los mas efectivos para reducir el dafio ocasionado tanto en hojas como en calices de Hibiscus
sabdariffa, asi mismo dichos tratamientos registraron el mayor peso fresco y seco de calices. El
analisis econémico fue determinado por tratamiento, donde destacé el T1:QT, Quitosano +
Trichoderma |, obtuvo los mejores en rendimiento con 523.81 y 451.19 kg ha'l, con un ingreso
promedio y ganancia por peso invertido de $ 52,381 (3.73) y $ 45,119 (3.21) en ambas localidades

de estudio.

Palabra claves: Enfermedad, Hibiscus sabdariffa, Trichoderma, biopolimeros.

Tesis de Maestria en Ciencias en Proteccion Vegetal, Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: Yulissa Secundino Eusebio

Director de tesis: Dr. Mateo Vargas Hernandez



ABSTRACT

MANAGEMENT OF THE CALYX SPOTTED DISEASE OF THE ROSELLE (HIBISCUS
SABDARIFFA L), BY USING TRICHODERMA LONGIBRACHIATUM IN COMBINATION WITH
BIOPOLYMERS, IN TECOANAPA, GUERRERO.

Roselle (Hibiscus sabdariffa L.) is an important crop in Guerrero state in Mexico. Among the most
important phytosanitary problems in this crop are root and stem diseases by fungus. In recent
years the disease called leaf and calyx spotting induced by Corynespora cassiicola and Coniella
diplodiella, it is considered the main problem of the crop. The biological control is a sustainable
and practical approach for plant disease management. The activation of the Trichoderma
longibrachiatum strain was carried out in a PDA (Potato Dextrose Agar) culture medium. Four
substrates (rice grain, cob, ground corn and corn grain) were evaluated. The best results were
obtained with corn grain, which meets the nutritional needs to propagate the antagonistic fungus.
Better growth was observed after four days and after three weeks the grains were completely
covered with mycelium of the antagonist. The field work was carried out in two locations,
Huamuchapa and Villa Hermosa, municipality of Tecoanapa,Gro, under non irrigated conditions.
A randomized complete block design with seven treatments was used. (T1:CT, Chitosan +
Trichoderma |, T2:AT, Alginate +Trichoderma |, T3:T, Trichoderma |, T4:C, Chitosan, T5:A,
Alginate, T6:G, Gribac, y T7:CT, Control test); with three replications. Treatment seven was few
efficient with 46.4 and 41.55% of severity in leaves, in Villa Hermosa and Huamuchapa,
respectively; while the best was treatment one (chitosan + Trichoderma I) with 26.38 and 15.56%.
Biopolymers based on chitosan and alginate in combination with Trichoderma longibrachatum
were the most effectives in reducing the damage caused both in leaves and calyxes of Hibiscus
sabdariffa, likewise these treatments registered the highest fresh and dry weight of calyxes.
Economic analysis was determined by treatment, where the T1:CT, Chitosan + Trichoderma I,
obtained the best one in performance with 523.81 and 451.19 kg hal, with an average income
(and gain per peso invested) of MXN 52,381 (3.73) and MXN 45,119 (3.21) in both study locations.

Key words: Disease, Hibiscus sabdariffa, Trichoderma, biopolymers.
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CAPITULO I:

1. INTRODUCCION GENERAL

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) pertenece a la familia de las Malvaceas, es
una planta anual, con un fotoperiodo (dia) corto, originaria de India y Malasia, es
cultivada en zonas tropicales y subtropicales (Izquierdo-Vega et al., 2020, Ariza-
Flores et al., 2014,). México se ubica dentro de los 10 primeros productores a
nivel mundial, se cultivan 18,654.09 ha y se producen 7,683.2 Ton de célices
deshidratado (SIAP, 2019). El 73.6 % de la produccioén se concentra en Guerrero,
principalmente en los municipios de Ayutla y Tecoanapa donde primordialmente
se cultiva asociada con maiz. El consumo nacional esta orientado a la obtencién
de calices para la elaborar distintos productos alimenticios tales como: jugo, licor,
mermelada, ate, texturizado, ensaladas, té, etc., que aportan alto contenido de
vitamina C, antocianinas y otros antioxidantes a la dieta del mexicano (Da-Costa-
Rocha et al., 2014).

Los problemas fitosanitarios mas importantes que afectan al cultivo, se
encuentran las enfermedades que afectan a la raiz y tallo, sin embargo, en los
ultimos afios la enfermedad denominada manchado de caliz inducida por
Corynespora cassiicola y Coniella diplodiella, ha tomado importancia econémica
en la zona, se considera el principal problema en el cultivo, ya que ha registrados
niveles de incidencia de 100 % y provocado pérdidas significativas de la
produccion de calices. En estado de Guerrero se han tenido pérdidas totales en
en algunos cultivos de jamaica. Los calices afectados por dicha enfermedad
presentan problemas para ser comercializados por su aspecto y en casos muy
extremos el producto es rechazado (Ortega-Acosta et al., 2015).

En Meéxico y el mundo, la problematica por patdogenos en los sistemas de
produccion agricola va en aumento, la dispersion y desequilibrio ecolégico han
ocasionado pérdidas econdmicas inminentes. Los hongos tienen efectos

devastadores sobre el rendimiento de los cultivos, por lo que es necesario



controlar dichos dafios. Los métodos de control quimico han demostrado ser
eficientes, han sido el arma principal durante décadas, pero sus efectos
secundarios han sido cuestionados ya que causan un grave impacto ambiental,
sus efectos adversos en la salud publica y por la resistencia que han desarrollado

los microorganismos (Veena y Reddy, 2014).

Dicho concepto de la seguridad alimentaria (S A) es considerada a nivel personal,
domicilio, nacion y global, ésta se consigue cuando todas las personas, en todo
instante, tienen acceso social, fisico y econémico bastante alimento, inocuo y
alimenticio, para poder satisfacer sus necesidades alimenticias. (SADER, 2018).
La inocuidad alimentaria es una transformacion que inicia en la explotacion
agricola y termina en el consumidor final, juega un papel fundamental en la
mejora de la S A. La inocuidad de los alimentos es la escasez, o niveles seguros
y aceptables del potencial de riesgo en los alimentos, los cuales pueden llegar a
dafiar la salud de los consumidores. Existen tres tipos de riesgos en los
alimentos, los cuales son bioldgico, quimico y fisico, estos tipos de riesgos con
regularidad son imperceptibles a simple vista. La interpretacion a riesgos
quimicos sigue siendo una inquietud generalizada, en particular para los
pequefios campesinos y consumidores de los paises encrecimiento. (FAO,
2022).

El empleo de microorganismos especificos (agentes de control biol6gico, ACB)
gue interfieren con patégenos y plagas de las plantas implica una alternativa de
naturaleza amigable y con un enfoque ecolégico (Lépez-Mondéjar et al., 2012).
La utilizacién de ACB esta ganando importancia en todo el mundo pues promete
minimizar los efectos de sustancias quimicas en el medio ambiente, los seres

humanos y los animales.

Entre varios microorganismos beneficiosos, Trichoderma spp. se utiliza
ampliamente como agente de control biologico contra varias enfermedades de
las plantas, los metabolitos secundarios producidos por Trichoderma actian
como inductores de la respuesta de defensa contra estrés bidtico y abidtico en

los cultivos. Es impprtante mencionar poseen una alta adaptabilidad a
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condiciones ecologicas y pueden crecer de manera saprofitica, son capaces de
interactuar con animales y plantas (Martinez et al., 2013), pueden promover el
crecimiento y desarrollo de las plantas, esto mediante la produccion de auxinas
y giberelinas. Las especies de este género son importantes organismos
antagonicos que contribuyen al control de hongos patégenos, debido que poseen
propiedades micoparasitarias y antibiéticas por lo que algunas especies han sido
clasificadas como sobresalientes agentes de control biologico de hongos los
cuales son causantes de enfermedades en diferentes plantas (Argumedo-Delira
et al., 2009).

En la agricultura, hoy en dia, ha tomado importancia también el uso de
biopolimeros, compuestos macromoleculares obtenidos a partir de plantas o
fuentes biolégicas, actian como estabilizadores y protectores, mejoran la
absorcién de nutrientes, dando como resultado la promocién del crecimiento de
las plantas y la mejora del rendimiento. Tienen la propiedad de ser
biodegradables, biocompatibles, faciles de solubilizar en medios acuosos. La
quitina y el quitosano ofrecen una alternativa sostenible para la produccion futura
de cultivos (Li et al., 2020).

El quitosano es uno de los biopolimeros con mayor aplicacion en la agricultura,
se obtiene por la desacetilacion de la quitina, es un importante componente del
exoesqueleto de crustaceos (cangrejos, camarones y langostinos) y paredes
celulares de hongos. Importantes estudios han indicado la capacidad del
guitosano como un agente antimicrobiano. Ha sido aplicado en plantas solo y en
conjunto con agentes de control biolégico, juega un papel de gran importancia en
la agricultura debido a sus propiedades no toxicas, biodegradables, que los
convierte en compuestos que no son contaminantes para el medio (Xing et al.,
2015). Por otro lado, los alginatos son polisacéaridos presentes en gran cantidad
(aproximadamente 40% p/p) en las matrices celulares de las macroalgas marinas
Phaeophyceae, tambien se pueden encontrar en menor cantidad en bacterias del
género Azotobacter y Pseudomonas (Ayarza-Leon, 2014), el cual esta formado

por bloques de B-d-manuronato (M) y a-L-guluronato (G).



JUSTIFICACION

Se han utilizado microorganismos de control biolégico con una efectividad
variable en campo, se ha reportado el uso de biopolimeros para potenciar y
adicionar los efectos protectores de cada uno de ellos. Partiendo de este
conocimiento, en este trabajo se evalué la actividad de Trichoderma
longibrachiatum en combinacién con quitosano y alginato sobre el manchado de

caliz de la jamaica, en condiciones de campo.

En los dltimos afos el uso de los polisacéridos de origen animal y vegetal ha
tomado importancia en la agricultura, entre los polisacaridos mas utilizados se
tienen al alginato, goma arabiga y quitosano (Lupo Pasin, 2014). Existen
investigaciones en la agricultura sobre las propiedades del quitosano tales como
sus propiedades antimicrobianas (bactericida, antifangico, antiviral y
antifitoplasma). Es importante recalcar que el quitosano dispone de una gran
disponibilidad, como una opcion a los materiales actualmente aprovechados, los
cuales son causantes de dafos al medio ambiente; como en el caso del uso
indiscriminado de pesticidas, el quitosano es considerado como un polimero
biodegradable y biocompatible con el ambiente. Otro punto importante en esta
vertiente es el buen suministro de pesticidas esto en forma dosificada, lo cual
hace mas eficaz el uso de fungicidas retenidos dentro de una capsula; lo cual se
debe a la propiedad del quitosano, con el objeto de una dosificacién mas exacta
y sin contaminacién al medio ambiente (Nazario Francisco, 2018)

Con este trabajo se pretende obtener un producto en el manejo del manchado de
caliz en el cultivo de jamaica, de mayor persistencia, facil manejo y amigable con
el ambiente. Utilizando soluciones de biopolimeros (quitosano, alginato) como
vehiculos de Trichoderma longibrachiatum y generar asi una alternativa de
control bioldgico que se adapte a las necesidades de la produccion agroecolégica

de este cultivo.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de la aplicacion de Trichoderma longibrachiatum, en
combinacioén con quitosano y alginato, en el manejo del manchado de céliz de la

jamaica (Hibiscus sabdariffa L), en condiciones de campo.

Objetivos particulares

1. Comparar 4 sustratos organicos para la reproducciéon masiva de T.
longibrachiatum y seleccionar el sustrato en el que se obtenga la mayor
cantidad de esporas.

2. Evaluar en condiciones de campo a T. longibrachiatum solo y en
combinacion con quitosano y alginato para el manejo del manchado de
hojas y calices en jamaica.

3. Utilizar los resultados para transferencia de tecnologia a los productores
como alternativa para manejo del manchado de hojas y célices en el cultivo

de jamaica en el municipio de Tecoanapa, Gro.

HIPOTESIS

El hongo de Trichoderma longibrachiatum, se desarrolla de manera diferencial

dependiendo del sustrato organico que se utilice para su reproduccion.

El empleo de Trichoderma longibrachiatum, quitosano y alginato en forma
individual, asi como en combinacion, son utiles para el manejo de la enfermedad

de manchado de caliz de la jamaica.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen del cultivo de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)(HS), es una planta autégama tropical anual,
originaria de Africa, introducida a México durante la colonia, su fotoperiodo es de
dia corto (Ariza et al., 2014), con una etapa vegetativa de cuatro a cinco meses;
la induccion floral ocurre cuando los dias tienden a ser mas cortos (Ramirez-
Cortés et al., 2011), pertenece a la familia de las malvaceas y es cultivada en
muchos paises, Hibiscus sabdariffa es utilizada en la medicina tradicional por que
aporta muchos fitoquimicos tales como polifenoles, principalmente antocianinas,
polisacaridos y acidos organicos, asi también para la obtencién de algunos
productos alimenticios como son, mermelada, Te, ate, licor, mezcal, texturizado,
helado, exfoliante, atole, entre otros. La jamaica es nutritiva, contiene
propiedades diuréticas, laxantes y antibacterianas. Tiene grandes cantidades de
vitaminas A, C, B1 y E, y minerales asi como el hierro, fosforo y calcio (SADER,
2021). Las semillas, flores, calices y hojas de la planta de jamaica, contienen
proteinas las cuales oscilan entre 13 % y el 35.4 %, entre los aminoacidos
especificos de valor nutricional que se encuentran en la planta de jamaica,
destacan lisina, arginina, leucina, fenilalanina y el acido glutdmico, La planta
representa una alternativa potencial de sustituto de proteinas de bajo costo en
suplementos dietéticos o bien como ingredientes para la agroindustria alimentaria
(Osei-Kwarteng et al., 2021).

2.2 Requerimientos climaticos y edaficos

La jamaica requiere de un porcentaje de humedad de 70 a 80 % en en suelo,
durante el periodo de crecimiento, y precipitaciones pluviales de 1,500 a 2,000
mm anuales, 100 a 250 mm mes™ desde los primeros 3 - 4 meses, Yy altitudes

sobre el nivel del mar de los 900 m (Ortega-Acosta et al., 2019). Se desarrolla



muy bien en suelos con buen drenaje es susceptible a los echarcamientos,
prefiere suelos ricos en materia organica y pesados a una profundidad de 50-150
cm de capa arable y con un rango de pH de 6.0 - 7.8. manifiesta una ligera
tolerancia a la salinidad, no mas de 4 d S m. Se considera tolerante a altas

temperaturas (Ruiz-corral et al., 2013).

2.3 Principales enfermedades fungosas en el cultivo de jamaica.

Las enfermedades fungosas en el cultivo de jamaica se pueden clasificar en dos
grupos: las que causan dafio en partes basales del tallo y raices, y las que afectan
partes aéreas (ramas, hojas, flores y frutos). El primer grupo ha sido mayormente
explorado y se han detectado a los hongos fitopatdgenos Phytophthora
parasitica, Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum, Fusarium
incarnatum, Phomopsis longicolla, Fusarium solani, Colletotricum truncatum y
Glomerella cingulata (Ortega-Acosta et al., 2015) que causan pudricion en la
base del tallo y raiz, enfermedad que ha sido denominada en México como “pata

prieta”.

En el segundo grupo se han identificado en México a los hongos Oidium sp.,
Corynespora sp., Phomopsis sp., Glomerella sp., Cercospora sp.; el primero
causa cenicilla, y los Ultimos cuatro se asocian a la enfermedad manchado de
caliz que provoca puntos necréticos y perforaciones en hojas, célices, ramas y

tallo (Hernandez-Morales et al., 2018).

2.3.1 Manchado de hojas y célices en jamaica

En México el hongo patégeno Corynespora cassiicola, fue reportado por Correa

Sanchez et al., (2011); y Ruiz Ramirez et al., (2015), como organismo asociado



al manchado de hojas y calices, corroborado por analisis molecular como el

agente causal del manchado de caliz en jamaica (Ortega-Acosta et al., 2015b)

En el estado de Guerrero, el manchado de caliz se ha encontrado presente en
8,432 hectéreas de las 14, 294.66 hectareas, las cuales se encuentran asociadas
con maiz, en 2013 se reportd con incidencia en un 70 % de las parcelas de
productores, con severidad de nivel medio a alto; donde, se estima que al menos
3,216 productores se han visto afectados por esta enfermedad, que causa dafios
hasta en un 80 % de su produccion (CESAVEGRO, 2017). Puede llegar a
reportarse pérdida total.

Se han considerado que las fases fenolégicas de floracion y desarrollo de calices
son las mas susceptibles al dafio ocasionado por Corynespora cassiicola y
Coniella diplodiella en el cultivo de jamaica. La enfermedad ocasiona manchas
de color marrén en las hojas, de forma circular e irregular (Ortega-Acosta et al.,
2015), en las plantas que producen antocianinas forman un halo rojizo alrededor
de la mancha (Figura 1). En casos avanzados, las manchas aumentan en tamafio
y himero hasta necrosar completamente la hoja en algunos casos. El manchado
inicia en las hojas inferiores y avanzan a las hojas superiores hasta provocar la
defoliacion de la planta. Después de la defoliacion, la necrosis continla a las
ramas sobre las cuales se presentan pequefias manchas de color marrén oscuro
(Correa Sanchez et al., 2011). En calices (Figura 1), el dafio inicia con puntos
negros de tamafio milimétrico en forma circular, en estados avanzados origina un
atizonamiento en la parte apical, los cuales se van expandiendo hasta necrosar

completamente el caliz, (Ortega-Acosta et al., 2015).



Figura 1. a) Caracteristicas del manchado de hojas de plantas de 90 dias después de la
germinacion; b) dafios en calices con en Hibiscus sabdariffa. Fuente: foto personal.

La etiologia de la enfermedad el manchado de caliz ha sido estudiado, de manera
continua por diferentes investigadores, en el (cuadro 1), se indica un resumen de
los patdégenos identificados para dicha enfermedad, de forma constante se han
identificado a Corynespora cassiicola y Pillidiella diplodiella (Correa Sanchez et
al., 2011; Poltronieri et al., 2012; Ortega-Acosta et al., 2015).

Cuadro 1. Patdégenos asociados al manchado de calices de la (Hibiscus sabdariffa) en México.

Afio  Patdégeno Método de Fuente

identificacion

2010 Coniella musaiaensis Sutton var. Morfolégico Martinez Sanchez,
hibisci, Corynespora cassiicola Berk & 2010)
Curt., Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griff. & Maubl. y Phomopsis sp. Dearn.

2012 Pilidiella diplodiella (sin. Phoma Morfolégicoy ADN  (Correa Sanchez et al.,
diplodiella (ITS) 2011)

2015 Aspergillus japonicus, Alternaria Morfolégico y ADN  (Ruiz Ramirez et al.,
alternata, y Nodulisporium sp. (ITS) 2015)

Corynespora cassiicola y Pillidiela

diplodiella.




2015 Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Morfolégico y ADN Ortega-Acosta et

Curtis). (ITS) al.,, 2015 a
2016 Leptosphaerulina sp., Phomopsis sp., Morfolégico y ADN  (Ortega-Acosta et al.,
Colletotrichum sp. y Corynespora (ITS, sélo C. 2016)
cassicola cassiicola)
2019 Coniella javanica (Barrén-Coronado et
al., 2019)

2.4 Importancia del control biolégico en la agricultura

El futuro de la produccién de alimentos y la seguridad ambiental estan en peligro
debido a problemas en la agricultura, la aparicion de microorganismos
fitopatdgenos en cultivos agricolas ocasiona pandemias en las plantas, ademas,
del uso excesivo de pesticidas y fertilizantes sintéticos (Zin y Badaluddin, 2020).
El control biolégico de patbgenos mediante el uso de organismos antagonistas
es una de las lineas de investigacion que ha tomado gran importancia y de mayor
desarrollo en México, su impulso e importancia obedece en gran medida a la
agricultura orientada a los productos de exportacion, por consiguiente demanda
tecnologia para la produccion y formulacion, en los ultimos afios se han probado
diferentes organismos pero los que mas destacan son los hongos en un 63 %,
bacterias 31 % (Bettiol et al., 2014). En estudios recientes han demostrado que
las enfermedades de las plantas, como la pudricién de la raiz, el marchitamiento,
la pudricion de la fruta y otras enfermedades de las plantas, pueden ser
controladas por el manejo de microorganismos especificos (agentes de control
bioldgico: ACB) que interfieren con los patégenos y plagas de las plantas, son de
naturaleza amigable y con un enfoque ecoldgico para superar los problemas
causados por los métodos quimicos que no son siempre eficaces para algunas

enfermedades (Begum et al., 2010; Lopez-Mondéjar et al., 2012)

Uno de los principales representante de dichos microorganismos se encuentra
con especies del género Trichorderma spp, por su la capacidad de colonizar las

raices de las plantas, para atacar y parasitar a otros hongos, tiene una alta
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adaptabilidad a condiciones ambientales, asi como también pueden crecer de
manera saprofitica (Zeilinger et al., 2016). Los metabolitos secundarios
secretados por Trichoderma spp, han demostrado su papel en la supresion del
crecimiento de microorganismos patdégenos y estimular el crecimiento de las
plantas. La capacidad de antagonizar parasitariamente y matar a otros hongos,
proceso llamado micoparasitismo. Ademas, la interaccion entre la planta y
Trichoderma spp, regula con éxito la arquitectura de la raiz, aumentando la
longitud de la raiz primaria y laterales, que resulta en mejor una efectividad de la

absorcion de nutrientes por la planta (Contreras-Cornejo et al., 2015).

Asi también, en la agricultura, para ayudar en el aumento de la produccion de
alimentos se han empleado el uso productos fungistaticos, los cuales son mas
amigables con el medio ambiente, con el manejo de materiales biodegradables.
Cabe mencionar que en la agricultura ha tomado importancia hoy en dia, el
empleo de biopolimeros, los cuales son originados a partir de plantas o fuentes
bioldgicas, actian como estabilizadores y protectores, mejoran la absorcion de
nutrientes en las plantas, dando como resultado la promocion del crecimiento de
las plantas y la mejora del rendimiento, entre los biopolimeros mas utilizados en

la agricultura se encuentran quitosano y alginato (Velasquez et al., 2019).

2.4.1 Importancia de Trichoderma en la agricultura

Trichoderma (teleomorfo Hypocrea), es un género de hongos filamentosos que
caracteriza por tener una variedad de estilos de vida e interacciones con otros
hongos, asi como con animales y plantas (Druzhinina et al., 2011). Con una gran
capacidad para degradar las paredes celulares y con una amplia distribucion
geografica y se encuentra en la mayoria de los suelos, asi como en diversos
habitats (creciendo en madera, corteza, sobre y dentro de otros hongos , e
innumerables sustratos). Es un hongo aerdbico (es decir necesita de oxigeno),
con gran capacidad para resistir un amplio rango de temperaturas (Martinez et
al., 2013).
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El mecanismo clave de Trichoderma, que le ha dado éxito como agente de
biocontrol, es la produccion de metabolitos primarios con propiedad
antimicrobiana para inducir resistencia (Mesa-Vanegas et al., 2019). Ademas,
debe sumarse la competencia directa por los mismos nichos de nutrientes,
competencia por espacio, micoparasitismo, antibiosis, produccion de enzimas
que degradan las paredes celulares, (celulasas, quitinasas y glucanasas) y
metabolitos secundarios (MS), como antibiéticos. Los MS pueden tener una
funcién dual e inducir resistencia sistémica en las plantas (Brotman et al., 2010)
o restringir el crecimiento de potenciales competidores microbianos. Una vez
establecido en la planta, Trichoderma spp., es capaz de promover el crecimiento
de las plantas, aumenta la disponibilidad de nutrientes, la eficacia del uso de
fertilizantes, el porcentaje y la tasa de germinacion de las semillas y la estimula
las defensas de las plantas contra el dafio bidtico y abiotico, mejorar la produccién
de cultivos y mejorar la resistencia a las enfermedades (Hermosa et al., 2012.;
Mukherjee et al., 2012). Por otro lado (Mastouri et al., 2010) documentaron que
el tratamiento de semillas de tomate con T. harzianum capza de acelerar la
germinacion de las semillas, aumenta el vigor de las plantulas, mejora el estrés
hidrico, osmotico, salino, por frio y térmico, al inducir proteccion fisiolégica en las
plantas contra el dafio oxidativo, favoreciendo ain mas su utilidad en la

agricultura.

2.4.2 Vias de sefializacion de defensa inducidas por Trichoderma

La asociacion planta-microbio implica el reconocimiento molecular de dos socios,
se lleva a cabo por una red de sefializacion, la cual es mediada por hormonas
vegetales, acido salicilico (AS), acido Jasmonico (AJ) y etileno (ET); el AJy ET
han sido descritos como moléculas de traduccidon de sefiales para la resistencia
sistémica inducida (RSI), asociada al efecto de microorganismos benéficos; por

otro lado, la via de traduccién de sefiales realizada a través de la acumulacion
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de AS y ET se encuentra en la resistencia sistémica adquirida (RSA), la cual es

inducida por el ataque de patdgenos (Hermosa et al., 2012).

2.5 Quitosano

La quitina se considera como uno de los polisacaridos mas abundantes en la
naturaleza, es empleado en la obtencion de quitosano por un proceso llamado
desacetilacion. Se produce alrededor de 100 billones de toneladas por afios de
quitina en la naturaleza, esto por moluscos, crustaceos, hongos e insectos, como
mayor compuesto encontrado del exoesqueleto de animales marinos

invertebrados (Azuma et al., 2015).

La desacetilacion de la quitina puede llevarse a cabo por medio de via enzimatica
o quimica. (Younes & Rinaudo, 2015). Para obtencion del quitosano primero se
debe extrae la quitina; a nivel industrial la quitina es extraida mediante dos pasos:
a) extraccion de la proteina (desproteinizacion) de la materia prima mediante una
solucion alcalina, b) eliminacion de las impurezas inorganica (desmineralizacion)
con solucion acida y decoloracion. La quitina resultante es desacetilada en mas
de un 50% se produce el quitosano. Una vez obtenida la quitina, es tratada con
una solucion de hidréxido de sodio concentrada (50-60% p/v) a temperaturas de
entre 80 a 100 °C. El tiempo de reaccion es rapido de 2 horas (Philibert et al.,
2017). El quitosano se considera insoluble en agua, solventes organicos y
soluciones basicas, pero es considerado soluble en soluciones de acidos diluidos

como nitrico, acético, clorhidrico, perclorico y fosforico (De Alvarenga, 2011).

2.5.1 Aplicaciones de quitosano

El quitosano se ha aplicado como tratamiento de semillas para mejorar la

germinacion, el crecimiento de plantas y para protegerlas contra patdégenos bajo
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condiciones estresantes en muchas especies de cultivos (Lian-Ju et al., 2014).
Ademas, el quitosano ha aumentado la productividad de muchos cultivos al
reducir las necesidades de fertilizantes (Malerba y Cerana, 2018), también se
descubrid que el quitosano no solo es un agente antimicrobiano, sino que también
actia como un inductor eficaz en la resistencia sistémica adquirida (RSA) de las

plantas contra patdogenos (Abro et al., 2014).

El quitosano, cuando es aplicado a tejidos vegetales, normalmente se aglutina
alrededor de los sitios de penetracion, tiene dos efectos importantes. ) es la
separacion del sitio de penetracion mediante la formacion de una barrera que
evita que el patdgeno se propague e invada otros tejidos sanos. Esta
manifestacion se asemeja a las zonas de abscision que a menudo se pueden
observar en las hojas, evita que varios patdgenos necrotréficos puedan
extenderse mas. |l) efecto es la capacidad del quitosano para unir varios
materiales e iniciar rapidamente el proceso de curacién de la herida (El Hadrami
et al., 2010). El quitosano es utilizado como en el crecimiento de las plantas, Su
actividad fungicida del quitosano se ha estudiado en forma in vitro como in vivo
(Lopez-Mora et al., 2013). Los mecanismos de defensa que activa son: sintesis
de lignina y calosa, la induccion de la fenilalanina amonio liasa, biosintesis de
fitoalexinas, produccion de inhibidores de proteasas y proteinas relacionadas con
la patogénesis como son: quitinasas, glucanasas, peroxidasas y quitosanasas
(Rodriguez-Pedroso et al., 2009). El acido salicilico y el quitosano son utilizados
en conjuntos para inducir la resistencia de la planta contra los patégenos. Estos
dos compuestos presentan una opcién para el empleo de fungicidas, ya que
modulan la RSA y a su vez estimulan la produccion de fenoles, flavonoides, en
respuesta a la infeccion, la cual es causada por hongos (Golkar et al., 2019).
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2.6 Alginato

El alginato es un biopolimero presente en la composicion de las algas marinas,
Laminaria hyperborean, Ascophyllum nodosum y Macrocystis pirifera, (40% de la
materia seca). Su funcion biolégica principal es estructural, ya que otorga fuerza
y flexibilidad a sus tejidos. Los alginatos se componen de sales copoliméricas de
acido alginico, se considera como un polisacarido natural el cual esta formado
por cadenas lineales constituidas por dos unidades recurrentes agrupadas en
blogues derivadas de los acidos a-L-gulurénico (G) y B-D-manurdénico (M) unidos
por enlaces a 'y B (1—4) glucosidicos. Los alginatos purificados tienen una gran
variedad de usos industriales, debido a su capacidad para formar hidrogeles,
perlas, fibras o peliculas, principalmente en presencia de calcio (Rinaudo, 2014
:Neira-Carrillo et al., 2013). El alginato también se ha utilizado para inmovilizar
organismos vivos como semillas, por ser biocompatible, no téxico y degradable
(Pena-Datoli et al., 2016).

Muchos estudios han descrito beneficiosos de las aplicaciones de extracto de
algas marinas en las plantas, como la germinacién, aumento en el rendimiento,
sanidad, resistencia al estrés biético y abidtico, esto se le atribuye al suministro
de nutrientes esenciales para la degradacion de la materia organica y la mejora

en las caracteristicas del suelo (Khan et al., 2009).
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CAPITULO I
RESUMEN

EVALUACION DE SUSTRATOS PARA LA REPRODUCCION DE CONIDIOS
DE TRICHODERMA LONGIBRACHATUM

El cultivo de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es de importancia econémica en México, es una
planta anual, cultivada por el uso de su caliz para preparar bebidas refrescantes. Trichoderma
spp, €s un hongo aerobio de gran importancia el cual es apto para degradar sustratos muy
complejos como almidén, pectina y celulosa. El presente estudio tuvo como objetivo comparar 4
sustratos organicos para la reproduccion masiva de T. longibrachiatum y seleccionar aquel en el
que se obtenga la mayor cantidad de esporas. La activacion de la cepa de T. longibrachatum se
realizé en un medio de cultivo (Papa Dextrosa Agar). Se evaluaron 4 sustratos: grano de arroz,
olote, maiz molido y grano de maiz. Los sustratos se prepararon agregandoles una solucién
enriquecedora, en un matraz se afiadio 1 litro de agua destilada, se mezcl6 18 gr de azlcar, 1.5
g de una fuente de proteina (soya) y se le fue agregando 80 ml de la solucién preparada a cada
bolsa. Para realizar la inoculacién en condiciones asépticas, se utilizaron 4 cajas Petri, las cuales
fueron previamente inoculadas con 8 dias de crecimiento de T. longibrachiatum, se realizdé un
raspado sobre el crecimiento de Trichoderma. Posterior a realizar la inoculacion, las bolsas fueron
acondicionadas en la incubadora, a una temperatura de 30 ° C, se mantuvieron por 3 semanas
con el proposito de promover el desarrollo del micelio. Se obtuvieron los mejores resultados en el
grano de maiz, que satisface con las necesidades de nutrientes para propagar al hongo
antagonista T. longibrachiatum, se observé un mejor crecimiento a los 4 dias y a las 3 semanas

los granos estaban completamente cubiertos de micelio del antagonista.

Palabras clave: Trichoderma longibrachatum, sustratos, Hibiscus sabdariffa
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ABSTRACT

EVALUATION OF SUBSTRATES FOR THE REPRODUCTION OF CONIDIA
OF TRICHODERMA LONGIBRACHATUM

The crop of Roselle (Hibiscus sabdariffa L.) is of economic importance in Mexico. It is an annual
plant, cultivated for the use of its calyxes to prepare refreshing drinks. Trichoderma spp, is a very
important aerobic fungus capable of degrading complex substrates such as starch, pectin and
cellulose. Therefore, the objective of present study was to compare four organic substrates for
mass reproduction of T. longibrachiatum and to select the one in which was obtained the largest
number of spores. The Activation of the T. longibrachatum was performed in a PDA (Potato
Dextrose Agar) culture medium. Four substrates were evaluated: rice grain, corn cobs, ground
corn and corn grain. Substrates were prepared by adding 1 liter solution of distilled water, 18 gr of
sugar was mixed, 1.5 g of a protein source (soy) and 80 ml of solution was added in each bag
prepared. To carry out the inoculation under aseptic conditions, 4 Petri dishes were used, which
were previously inoculated with 8 days of growth of T. longibrachiatum, a scraping was made on
the growth of Trichoderma. Later to perform the inoculation, the bags were conditioned in the
incubator, at a temperature of 30 °C, they were kept for 3 weeks with the purpose of promote the
development of the mycelium. The best results were obtained in corn grain, which satisfies the
necessities of nutrients to propagate the antagonist fungus T. longibrachiatum, better growth was
observed at 4 days, and at 3 weeks the grains were completely covered of mycelium from

antagonist.

key words: Trichoderma longibrachatum, sustratos, Hibiscus sabdariffa
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1. INTRODUCCION

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), es cultivada en regiones tropicales y
subtropicales, se considera sensible al fotoperiodo, requiere de dias largos para
su crecimiento y desarrollo vegetativo de dias cortos para la iniciacion floral (Ariza
& Galvez, 2020), las caracteristicas que demanda el mercado de los calices es la
pureza fisica, inocuidad y su coloracion rojo oscuro (Ramirez-Cortés et al., 2011).
Es utilizada en el area medicinal, en la fuente cosmética, los calices frescos y
secos se utilizan para la preparacion de bebidas, Te, vinos, mermeladas, jaleas,

licor, y aromatizantes (Izquierdo-Vega et al., 2020).

En afos recientes, la enfermedad conocida como manchado de hojas y calices
de la jamaica ocasionada Corynespora cassicola, ha tomado importancia en el
estado de Guerrero, especialmente en los municipios de Tecoanapa y Ayutla de
los libres, los cuales se caracterizan por ser lideres en la produccién de dicho
cultivo. Esta enfermedad puede alcanzar niveles de incidencia del 100 % y
perdidas totales en el cultivo de jamaica (Ortega-Acosta et al., 2015; Ortega-
Acosta et al., 2019).

En la actualidad el manejo del manchado de hojas y calices de la jamaica, ha
sido por medio de productos quimicos. Cabe mencionar que a pesar de su
eficacia, el uso de estas sustancias puede ocasionar dafios en el ambiente, asi
como también para la salud humana. Una solucion para mitigar de manera
sustentable las enfermedades en las plantas es el uso del control biologico por
medio de microorganismos antagdnicos como Trichoderma (Patricio- Hernandez
et al., 2020).

Respecto a las necesidades nutricionales de Trichoderma spp, se trata de
microorganismos aerobios capaces de degradar sustratos complejos como
almidon, pectina y celulosa, emplearlos para su crecimiento, esto gracias al
complejo enzimatico que posee (enzimas hidroliticas como amilasas, pectinasas,

celulasas y quitinasas), (Sangle,2014). La finalidad de dicha investigacion fue
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hallar un sustrato econémico y de facil adquisicion, donde Trichoderma tuviera
un buen desarrollo y gran reproduccion de esporas. El presente estudio tuvo
como objetivo comparar 4 sustratos organicos para la reproduccion masiva de T.
longibrachiatum y seleccionar el sustrato en el que se obtuviera la mayor cantidad

de esporas.

2. MATERIALES Y METODOS

La parte de la evaluacion de los sustratos organicos para la reproduccion del
Trichoderma longibrachatum, se realiz6é en la Universidad Auténoma Chapingo,
en el departamento de Parasitologia Agricola, en el laboratorio de micologia

agricola.

2.1 Material bioldgico

Se utilizé una cepa de Trichoderma longibrachatum, perteneciente al cepario del
laboratorio de control biolégico de la Facultad de Ciencias Agropecuarias y
Ambientales de la Universidad Autbnoma de Guerrero. La activacion de la cepa

se realizo en un medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar).

2.2 Preparacion de los sustratos

Se evaluaron 4 sustratos (Cuadro 1), se utilizaron bolsas de polietileno de 25 cm
de ancho por 34 cm de largo. Los sustratos se lavaron con agua de la llave con
la finalidad de retirarles el polvo, se retir0 el exceso de agua, se agrego agua
destilada y antibi6tico cloranfenicol 500 ppm, se verific6 que los sustratos
guedaran inmerso en su totalidad, y se dejo reposar por de 45 min. Seguidamente
se filtro para eliminar el antibiotico, posteriormente los sustratos fueron pesados

en distintas bolsas agregandole una solucién enriquecedora, en un matraz se
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agrego 1 litro de agua destilada, se mezclé 18 gr de azlcar, posteriormente se
agrego una fuente de proteina (soya), 1.5 gr y se le fue agregando 80 ml de la
solucion preparada a cada bolsa, se llevo a cabo la mezcla hasta que todo el
sustrato quedd humedo, las bolsas se amarraron en la parte superior con una
liga, para su posterior esterilizacion en la autoclave durante 45 min a 15 libras de

presion (Michel-Aceves et al., 2008, Arévalo et al., 2017).

Cuadro 2. Descripcidn de sustratos organicos y cantidades utilizadas.

Numero sustrato Descripcién botanica Cantidad (g)

1 Grano de maiz* Fruto de maiz 300

2 Maiz molido Fruto de maiz 300

3 Olote de maiz Raquis de la inflorescencia 300
picado femenina de zea mays L

4 Grano de arroz Fruto de Oryza sativa L 300

*:Se prepararon 300 gramos de sustrato donde se adicionaron 18/1.5 (azucar/soya) en gramos

2.3 Inoculacidon de sustrato de Trichoderma longibrachiatum

Se inocularon 4 cajas Petri con T. longibrachiatum, después de 8 dias, se realizo
un raspado sobre el crecimiento del hongo, con la ayuda de un portaobjeto, se
adicionaron 5 ml de agua destilada estéril, el sobrenadante se recuperd y se
coloc6 en un matraz, se aforé con agua destilada estéril a 20 ml, se le adicion6 3
gotas de tween (20 %) a la suspension, con el objeto de romper la tension
superficial y lograr que las esporas se distribuyeran homogéneamente, para la
inoculacién en los sustratos se agreg6é 5 ml de la suspension de esporas del
antagonista, por ultimo se agregaron 5 gotas de agrimex para evitar crecimiento

de acaros y 5 gotas de acido lactico para ajuste de pH.
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2.4 Proceso de incubacion del hongo

Para realizar la inoculacién, las bolsas de polietileno fueron acondicionadas en
una incubadora marca Lab- line, a una temperatura de 30 ° C, se mantuvieron
por 3 semanas, con la finalidad de propiciar el desarrollo del micelio de T.

longibrachiatum.

2.5 Esporulacion y secado

A los 4 dias se verifico el crecimiento de Trichoderma |, se movieron las bolsas
inoculadas con la finalidad de proporcionarles aireacion y humedecer un poco los
sustratos, y asi poder generar una mayor esporulacion a los 24 dias. Al final, los
altimos 4 dias del proceso de esporulacion de los sustratos con el antagonista,
se bajoé la temperatura a 15 ° C, con la finalidad de facilitar la desecacion del
sustrato, finalmente la cosecha de los conidios de Trichoderma, se realiz6 de
manera directa colocando en viales de conservacion y sellando el producto muy

bien.

2.6 Conteo de conidios en la camara Neubauer

Para realizar el conteo de conidios, se utilizaron 2 mg del hongo colonizado
(Trichoderma) y se diluyé en 1 ml de agua estéril, posteriormente se le agregdé
una gota de tween (20 %), y con la ayuda de una cdmara hematimétrica de

Neubauer se realiz6 el conteo.

2.7 Prueba de viabilidad

Esta prueba de germinacion conidial permitié evaluar si los conidios estaban

Vivos, se realiz6 mediante la observacion de germinacion de conidios a través del
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microscopio. Para afirmar que un biofungicida tiene una buena viabilidad de
conidios, deben obtenerse valores entre el 85% y 100% de viabilidad. La
viabilidad de los conidios se determind a partir de 1 gr de conidios de
Trichoderma, se peso en la balanza analitica y posteriormente se diluy6 en 10 ml
de agua estéril, se colocé 1 gota de la solucion de Trichoderma en placas de PDA
de 1 cm (Figura 2), luego las placas fueron incubadas a 30 ° C, en oscuridad, se
detuvo el crecimiento en 24, 48, 72 y 96 horas, se realizaron preparaciones
permanentes y a través del microscopio se verifico en qué tiempo el antagonista

desarroll6 sus estructuras.

Figura 2. a) Placa de agar con 1 gota de Trichoderma I; b) Incubacién de las placas.

2.8 Prueba de pureza

Para realizar la prueba de pureza se realiz6 una diluciéon en serie con 1 gramo
del sustrato de maiz, (1x10°, 1x10?, 1x10?, 1x103, 1x10%, 1x10°) y se inocul6
aplicando 1 ml de cada solucién en cajas de Petri con medio PDA, se incub6 por
5 dias, se verific6 cada 24 horas el crecimiento de las diluciones en serie para
comprobar que no hubiera crecimiento de algin otro hongo distinto a
Trichoderma.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Evaluacién de sustratos para la reproduccion de conidios de
Trichoderma longibrachatum

Se realizé la activacion de la cepa de Trichoderma longibrachiatum, la cual

presenta las caracteristicas mostradas en la siguiente imagen (Figura 3).

Figura 3. Izquierda Trichoderma | en medio de cultivo PDA; Derecha T. longibrachiatum se
caracteriza por formar a) micelio septado, b) conidioforo 40 x, 48 hrs, ¢) monofialide, d) conidios
color verde muy fuerte (Barnett et al., 1995).

De los cuatro sustratos organicos, se obtuvieron los mejores resultados en el
grano de maiz, el cual cumple con las necesidades nutricionales para propagar
al hongo antagonista T. longibrachiatum, se observé mejor crecimiento a los 4
dias, y a las 3 semanas ya los granos estaban completamente cubiertos de
micelio del antagonista (Figura 4). El grano de maiz olotillo fue obtenido de la
localidad de Villa Hermosa, es cultivado en regiones costeras del estado de
Guerrero, intercalado con el cultivo de jamaica y se encuentra adaptado las
condiciones climaticas de dicha region. Es una raza nativa de la costa chica,
contiene un almidon ligero y harinoso para una tortilla de mesa. Es importante
mencionar que Trichoderma |, degrada sustratos muy complejos tales como
almidon, pectina y celulosa y emplearlos para su desarrollo gracias al gran
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complejo enzimatico que posee, tales como enzimas hidroliticas (amilasas,

pectinasas, celulasas y quitinasas, entre otras), (Sangle, 2014).

Figura 4. a) crecimiento de T. longibrachiatum, en los 4 sustratos, a las 3 semanas; b)
Trichoderma en granos de maiz Olotillo.

3.2 Prueba de viabilidad

Al llevar a cabo la prueba de viabilidad, se realiz6 el conteo de esporas con un
total de 98 esporas germinadas por cada cien, es decir el 98 % de viabilidad
(Figura 5).

Figura 5. a ) observacion de Trichoderma |. en medio de cultivo PDA; b) crecimiento de micelio;
c¢) formacion de conidios a las 24 hrs.

3.4 Prueba de pureza
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En esta prueba se verificd que el inoculo tiene 100 % de pureza, pues en las
diluciones realizadas, no presentaron ningun otro crecimiento de algun hongo o

bacteria sobre el medio (Figura 6).

Figura 6. a) Crecimiento de Trichoderma I. en medio PDA; se observé sin crecimiento de ningun
otro hongo; b). Observacién en el estereoscopio.

Michel-Aceves et al. (2008), evaluaron 15 sustratos organicos para determinar su
efectividad, obteniendo una buena reproduccion en los sustratos organicos como
olote picado con 4.43 % de namero y viabilidad de 99 % de esporas, y grano de

arroz con 3.13 % y 97 %, respectivamente.

En comparacion con datos obtenidos en la investigacion realizada el sustrato que
mejor se adapto a las condiciones y para su reproduccién de Trichoderma | fue
el sustrato de maiz en grano, esto se debe a que el grano de maiz olotillo se
encuentra adaptado a las mismas condiciones del hongo antagonista, ademas

de su contenido de almidon del maiz.

Bellino & Marroquin, (2013), evaluaron 5 sustratos para el desarrollo de
Trichoderma harzianum, el que mayor destaco fue el sustrato de sorgo, el cual
presentd los mejores resultados en cuanto a la produccion de esporas de T.
harzianum; con una concentracién de 8.3 x 108 esporas/ gramo, porcentaje de
viabilidad de 96%, mientras que el sustrato con menor porcentaje de viabilidad

fue el olote con 93%.

Hernadndez et al. (2016), los mejores resultados lo obtuvieron en la cepa de
Trichoderma harzianum A-53 con mayor calidad a diferencia de la cepa T.
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harzianum A34 y T. viride C66, por fermentacion en estado solido usando arroz
entero, lo cual se reflej6 en un alto nivel de pureza, mayor concentracién de
conidios del bio preparado, lo anterior se obtuvo en la combinacién de 100 g arroz
y 35 % de humedad.

4. CONCLUSION

La produccion de conidios de Trichoderma longibrachiatum fue superior a 1x10°
conidios en 300 g de los sustratos en cuatro tratamientos, se agregé 5 ml de la

suspension de esporas donde se obtuvieron resultados favorables.

De los cuatro tratamientos evaluados, el sustrato de maiz con granos enteros
enriquecido con azucar y soya presento valores de germinacién mayor o igual al
90 % vy viabilidad de crecimiento a los cuatro dias, y a las 3 semanas los granos
estaban completamente cubiertos de micelio del antagonista. Por lo tanto, el
sustrato presentd 100 % de pureza, lo cual indica que es aceptado por las normas

de calidad y representa una opcién para dicha reproduccion.

Los resultados de esta investigacion constituyen un aporte para la
implementacion de sustratos locales para su reproduccion a gran escala en
biopreparados de cepas nativas de Trichoderma longibrachiatum, ademas se
encuentra adaptada a las condiciones de clima del municipio de Tecoanapa, Gro.
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CAPITULO Il

EVALUACION DE TRICHODERMA LONGIBRACHATUM EN COMBINACION
CON BIOPOLIMEROS

RESUMEN
Trichoderma spp, ha tomado importancia gracias a sus mecanismos de accién como antibiosis,

competencia, micoparasitismo, desactivacion de enzimas de los patdégenos. Debido a los
problemas asociados al uso de productos quimicos para el control de enfermedades, el uso de
productos de origen animal y vegetal ha tomado importancia en la agricultura, entre los mas
utilizados se encuentran el alginato y el quitosano. El objetivo de esta investigacion fue evaluar
en condiciones de campo a Trichoderma longibrachiatum en combinacién con quitosano y
alginato para el manejo del manchado de hojas y célices en jamaica. El trabajo de campo se
desarroll6 bajo condiciones de temporal en dos localidades del municipio de Tecoanapa, Guerrero
(Villa Hermosa y Huamuchapa). Se utiliz6 un disefio en bloques completos al azar con 7
tratamientos (T1:QT, Quitosano + Trichoderma |, T2:AT, Alginato +Trichoderma I. T3:T,
Trichoderma |, T4:Q, Quitosano, T5:A, Alginato, T6:G, Gribac, T7:Tes, testigo sin inocular), con 3
repeticiones. Los resultados del porcentaje de infeccion de incidencia promedio en hojas para
cada tratamiento, muestran como menos eficientes el tratamiento 7, con 49.17 y 48.94 % de
incidencia, en ambas localidades, respectivamente. Mientras los mejores fueron el tratamiento 1
(quitosano + Trichodermall) con 12.47y 12.74 % y el tratamiento 2 (alginato + Trichodermal) con
14.13y 12.74 %. Se evalud la severidad promedio en hojas para cada aplicacion, a medida que
paso el tiempo la severidad en hojas aumenté en ambas localidades, como se vio en la Ultima
aplicacion con mayor severidad, con 33.6 y 24.2 %, en Vila Hermosa y Huamuchapa,
respectivamente, mientras que en la primera aplicacion se tuvo un porcentaje bajo de severidad
con 6.28y 2.62 %. Al analizar los valores de severidad en caliz para cada tratamiento, se destaca
como menos eficiente el tratamiento 7, con una severidad mayor, con 51.52 y 48.65 %. Mientras
que el mejor fue el tratamiento 1 (quitosano + Trichoderma |) con 19.68 y 9.26 % de severidad,

en Villa Hermosa y Huamuchapa, respectivamente.

palabras claves: Hibiscus sabdariffa, biopolimeros, Trichoderma |
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ABSTRACT

EVALUATION OF TRICHODERMA LONGIBRACHATUM IN COMBINATION
WITH BIOPOLYMERS

Trichoderma spp, has become important thanks to its mechanisms of action such as antibiosis,
competition, mycoparasitism, deactivation of enzymes of pathogens. Due to the problems
associated with the use of chemical products for disease control, the use of products of animal
and plant origin have become important in agriculture, among the most used are alginate and
chitosan. The objective of this research was to evaluate in field conditions to Trichoderma
longibrachiatum in combination with chitosan and alginate for the management of leaf and calyx
spotting in roselle. The field work was developed under non irrigated conditions in two localities of
the municipality of Tecoanapa, Guerrero (Villa Hermosa and Huamuchapa). A randomized
complete block design with seven treatments (T1:CT, Chitosan + Trichoderma |, T2:AT, Alginate
+Trichodermal. T3:T, Trichodermal, T4:C, Chitosan, T5:A, Alginate, T6:G, Gribac, T7:Tes, control
without inoculating), with three replications. The results of the percentage of infection of average
incidence in leaves for each treatment, shown as less efficient the treatment 7, with 49.17 and
48.94 % of incidence, in both locations, respectively. While the best were treatment 1 (chitosan +
Trichoderma [) with 12.47 and 12.74% and treatment 2 (alginate + Trichoderma I) with 14.13 and
12.74%. The average severity in leaves was evaluated for each application, as the time passed
the severity in leaves increased in both localities, as seen in the last application with greater
severity, with 33.6 and 24.2%, in Villa Hermosa and Huamuchapa, respectively, while in the first
application had a low percentage of severity with 6.28 and 2.62%. When analyzing the severity
values in calyx for each treatment, stands out treatment 7 as less efficient, with greater severity,
with 51.52 and 48.65%. While treatment 1 was the best (chitosan + Trichoderma I) with 19.68 and

9.26% severity, in Villa Hermosa and Huamuchapa, respectively.

key words:: Hibiscus sabdariffa, biopolymers, Trichoderma |
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1. INTRODUCCION

Corynespora casiicolase infecta a mas de 530 especies de plantas de 380
géneros en 53 familias y se distribuye en zonas tropicales y sub-tropicales, se
considera un hongo fitopatdogeno el cual causa manchas foliares en los cultivos
de importancia econdémica tales como calabacita (Cucurbita pepo), pepino
(Cucumis sativus), soya (Glycine max), papaya (Carica papaya) y tomate
(Solanum lycopersicum) entre otros, lo cual genera enormes pérdidas
econdémicas en mas de 70 paises. Ademas de las hojas, dicho patégeno puede
infectar otros érganos en las plantas como tallos, raices, flores y frutos (Barron-
Coronado et al., 2019; Déon et al., 2014).

En México, el cultivo de jamaica, es de gran importancia econémica con una
superficie anual cultivada de 18,654.09 ha de las cuales 14,294.66 ha se
encuentran localizadas en Guerrero, donde se produce mas del 70% de célices
deshidratados (SIAP, 2019). Es importante mencionar que en esta entidad, el
manchado de hojas y calices de la jamaica inducida por C. cassiicola, en afios
recientes se ha convertido en la enfermedad méas importante del cultivo

(Hernandez-Morales et al., 2018; Ortega-Acosta et al., 2015).

El creciente dafio ambiental generado principalmente por el uso de sustancias
guimicas para mitigar las enfermedades en las plantas, ha generado al uso de
alternativas bioldgicas. Muchos productos biorracionales y biofertilizantes ya
estan disponibles en el mercado, la mayoria se basan en simbiontes beneficiosos
del género Trichoderma, es un simbionte oportunista de plantas, capaz de
producir elicitores los cuales inducen defensas vegetales contra patdégenos, con
amplio rango de temperatura de (25-30 °C) para su crecimiento (Hernandez —
Melchor et al., 2019; Sandle, 2014). Poseen alta adaptibilidad a diferentes
condiciones ecologicas y pueden crecer de manera saprofitica, asi como también
interactian con plantas y animales (Zeilinger et al., 2016). Similarmente, el uso
del quitosano en la agricultura ha tomado importancia debido a sus propiedades

antimicrobianas (Bautista-Bafio et al., 2013). Existen investigaciones en la
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agricultura sobre las propiedades del quitosano, tales como sus propiedades
antimicrobianas (bactericida, antifingico, antiviral y antifitoplasma) lo cual hace
posible su uso para el manejo de hongos y bacterias, debido a que el quitosano
es un biopolimero con una carga positiva la cual interactia con las cargas
negativas de las membranas celulares de los patégenos, asi también como
inductor de defensa de las plantas, estimulador del crecimiento vegetal. Los
efectos que se logran con los extractos de algas (alginato), dichos efectos se
logran en concentraciones bajas de los extractos de 1:1000, estos se pueden
aplicar de manera directa en el suelo o mediante la aspercion foliar, tratatamiento
en post- cosecha, la aplicacion foliar beneficia el desarrollo vegetaivo y
reproductivo de las plantas, por lo tanto se traduce en una estimulacién del
rendimiento y una mejor calidad de la cosecha (Lépez-Padron et al., 2020). Por
lo tanto el objetivo de este trabajo fue evaluar en condiciones de campo a T.
longibrachiatum en combinacion con quitosano y alginato para el manejo del

manchado de hojas y célices en jamaica.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Preparacion de biopolimeros de quitosano y alginato

Se prepararon 2,500 ml de solucién de quitosano al 1% p/v, en acido acético 2%
vlv, los cuales fueron dejados en agitacion constante por 24 horas hasta su
completa disolucién. Para ello se pesaron 25 g de quitosano y se agregaron 2,500
ml de agua destilada, pasada una hora de agitacion se agregé 45 ml de &cido
acético glacial; el procedimiento para la solucion de alginato solo se disolvié en

agua.
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2.2 Preparacion de solucion de Trichoderma — quitosano

Las soluciones de polimeros preparadas previamente fueron inoculadas con el
agente controlador en una relacion de 2 mg por ml de solucion (agente
controlador/solucién de biopolimero). Para llevar a cabo este proceso, se peso6
5,000 mg de Trichoderma, crecido en granos de maiz, en la balanza analitica,
enseguida se midi6é 2,500 ml de la solucion de quitosano y se fue incorporando
poco a poco los 5,000 mg de Trichoderma. Se realizaron observaciones
periodicas para evaluar cualitativamente los cambios de las soluciones. En
ambas soluciones se observaron cambios semejantes, al cabo del tiempo se
observd un cambio en la coloracion, a un color verde intenso, por otro lado, se

observé una disminucién en la viscosidad de ambas soluciones (Figura 7).

Figura 7. a) Preparacion de solucién de quitosano solo; b) Alginato solo; c) Solucién de quitosano
mas adicion de Trichoderma I; d) Solucion de alginato mas adicion de Trichoderma I.

2.3 Localizaciéon del area de estudio

El trabajo de campo se desarrollé en dos lotes, bajo condiciones de temporal,
ubicados en las localidades de Huamuchapa y Villa Hermosa, municipio de
Tecoanapa, Guerrero, en este municipio se tiene presencia de la enfermedad. De

acuerdo a datos de la estacion meteorolégica 12,012, la cual esta situada a 365
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m s. n. m. (metros sobre el nivel del mar), prevalece una temperatura y
precipitacion promedio anual de 27 °C y 1,519 mm (SMN. y Comision Nacional
del Agua., 2021).

2.4 Establecimiento de parcelas y disefio experimental

En cada localidad se emple6 un disefio en bloques completos al azar con 7
tratamientos (T1:QT, Quitosano + Trichoderma |., T2:AT, Alginato +Trichoderma
l., T3:T, Trichoderma ., T4:Q, Quitosano, T5:A, Alginato, T6:G, Gribac, T7:Tes,
testigo sin inocular), con 3 repeticiones. La unidad experimental consistido en
parcelas de 4 surcos (4 m de largo x 1 m de ancho) con seis cepas (tres plantas

/ cepa) a una distancia de 0.80 m y 2 metros entre cada tratamiento.

2.5 Manejo agronémico

El establecimiento de las parcelas experimentales se realiz6 el 30 de junio y 01
de julio del 2021. Anteriormente de la siembra se llevaron a cabo labores de
deshierbe. Aproximadamente 20 dias después de la emergencia se llevé a cabo
un aclareo (tres plantas/cepa). Las labores de deshierbe se realizaron en forma
manual a intervalos mensuales y los residuos de las arvenses se depositaron

entre los surcos (Figura 8).

46



Figura 8. a) deshierbe a los 20 dias; b) aclareo de plantas de jamaica (tres plantas/mata).

2.6 Evaluacién en condiciones de campo

Se seleccioné una planta de cada cepa y la cual se dividié en tres estratos
altitudinales y en cada uno de ellos se evaluaron tres hojas o calices, segun la
etapa fenologica del cultivo. se llevaron a cabo cinco evaluaciones en hojas a
intervalos de 14 dias después de la primera aplicacion del producto en evaluacion
y tres en calices a intervalos de siete dias (Cuadro 3). Se cosecharon las plantas

de la parcela util /tratamiento y se estimé su peso fresco y seco en gramos.

Cuadro 3. Programa de aplicaciones de productos biolégicos para el manejo de hojas y calices
de jamaica, Tecoanapa Guerrero, ciclo 2021.

Localidad Fechade Intervalos Etapa fenolégica
aplicacion (dias)

Huamuchapa/Villa 11/12 de agosto 14 Desarrollo vegetativo
Hermosa

Huamuchapa/Villa 25/26 de agosto 14 Desarrollo vegetativo
Hermosa

Huamuchapa/Villa 8/9 de septiembre 14 Desarrollo vegetativo
Hermosa
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Huamuchapa/Villa 22/23 de 14 Desarrollo vegetativo
Hermosa septiembre

Huamuchapa/Villa 6/7 de octubre 14 Desarrollo vegetativo e inicio de
Hermosa Floracion

Huamuchapa/Villa 14/15 de octubre 7 Floracion y desarrollo de céliz
Hermosa

Huamuchapa/Villa 21/22 de octubre 7 Desarrollo de caliz
Hermosa

Huamuchapa/Villa 4/5 de noviembre 7 Desarrollo de céliz

Hermosa

2.7 Variables evaluadas.

Incidencia: este parametro se determin6 contando el numero de plantas con

sintomas de la enfermedad (presencia o ausencia de la enfermedad).
Se estimé la incidencia (%) con la siguiente expresion:

) ) numero de hojas o caliz enfermos
Incidencia (%) = Total de observados x 100

Se evalué la severidad de calices y hojas de jamaica en condiciones naturales
de infeccion. Se estimé con dos escalas logaritmicas diagramaticas propuestas
por Ortega-Acosta et al. (2016). (Figura 9). Las escalas en hojas comprenden las
siguientes clases: 0=0%, 1= (>0 a 4%), 2= (>4 a 12%), 3= (>12 a 29%), 4= (>29
a 57%) y 5= (>57 a <100%); y para calices: 0=0%, 1= (>0 a 5%), 2= (>5 a 18%),
3=(>18 a 46%), 4= (>46 a 77%) y 5= (>77 a <100%). Finalmente, se cosecharon

las plantas de cada parcela util /tratamiento y se evalu6 su peso fresco y seco.
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WA

Class 0: (0% Class 1: (0% -2% - 4 %) Class 2: (4% -7%-12%)

Class 3: (>12%-199%-299%)  Class 4: (>20 % - 42%- 57 %)  Class §: (=57 % = 70 % - <100 %)

5 =18 %)

Class 3: (=18 % - 30 % - 46 %) (>4 -63% Class §: (>77 % - 87 % - =100 %)

Figura 9. Escalas logaritmicas diagramaticas para evaluar la severidad del manchado en jamaica
(Hibiscus sabdariffa) inducida por Corynespora cassiicola. a) Escala para evaluar la severidad en
hojas. b) Escala para evaluar la severidad en calices. (Ortega-Acosta et al., 2016).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Evaluacion de incidencia de infeccion en hojas y céliz, en condiciones
de campo en las localidades Huamuchapay Villa Hermosa.

En este estudio se evalué la incidencia del manchado de hojas y caliz, en el
cultivo de jamaica en funcion de los siguientes factores: fechas de aplicacion,
estratos de evaluacion y tratamientos aplicados, en dos localidades. Debido a lo
anterior se obtuvo informacion, para cada nivel de aplicacion y estrato: 15 analisis
individuales para los tres estratos y las cinco aplicaciones, en el caso de las hojas;
ademas de 9 analisis individuales en el caso del céliz, para los tres estratos y las
tres aplicaciones. Sin embargo, dada la similitud del comportamiento de los
tratamientos para los diferentes estratos y aplicaciones, y para no incrementar el
tamafio del documento discutiendo todas estas situaciones individuales, se
decidi6 presentar solo los resultados de andlisis combinados a través de estratos
y tratamientos para el caso de cada aplicacion; y combinados a través de las
aplicaciones y los estratos, en el caso de la comparacion de los efectos de los
tratamientos. Los analisis combinados presentan las ventajas adicionales de ser
mas robustos y potentes debido a que los resultados comparados provienen de

mayor cantidad de observaciones.

En el Cuadro 4 se presentan los resultados para el analisis combinado a traves
de los tres estratos y los siete tratamientos para cada una de las cinco
aplicaciones. Se muestra, que a medida que paso6 el tiempo, la incidencia
aumenté en ambas localidades evaluadas, existi6 menor incidencia en las hojas
con un porcentaje de 1.96 y 4.5 %, en las dos primeras aplicaciones del mes de
agosto del 2021, en la localidad Villa hermosa, y 1.37 y 5.11 %, en la localidad
Huamuchapa, en hojas, comparadas con la ultima aplicacién con una incidencia

de 49.17 y 48.94 % en Villa Hermosa y Huamuchapa, respectivamente.

Similarmente, a medida que paso el tiempo, la incidencia en caliz aumentd en

ambas localidades evaluadas, existi6 menor incidencia en las primeras
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aplicaciones, con un porcentaje de 5.91 y 18.06 % en aplicaciones del mes de
octubre 2021, en la localidad Villa Hermosa, y 3.74 y 19.83 %, en la localidad
Huamuchapa, mientras que en la Ultima aplicacion se dio una incidencia
promedio de 34.62 y 41.64 %, en Vila Hermosa y Huamuchapa,
respectivamente.

Cuadro 4. Incidencia promedio (a través de los tres estratos y los siete tratamientos) en hojas y
cdliz, para las diferentes aplicaciones, localidades Villa Hermosa y Huamuchapa.

Aplicaciones Incidencia en hojas Incidencia en caliz
Villa Hermosa Huamuchapa Villa Hermosa Huamuchapa

1 1.96d* 1.37d 591b 3.74 c
2 450d 5.11d 18.06 b 19.83b
3 11.48c 16.09 c 34.62 a 41.64 a
4 2499b 26.36 b
5 4894 a 49.17 a

Prob.** 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

DSH*** 6.44 5.49 14.96 6.48

*. Promedios de los tratamientos por columna con la misma letra, para cada localidad, no son
estadisticamente diferentes de acuerdo con el método de Tukey (p= 5%). **: Prob. = Probabilidad
obtenida en el Analisis de Varianza. ***; DSH=Diferencia Significativa Honesta de Tukey. Las

aplicaciones de incidencia de cdliz, son la 6ta, 7ma y 8va

En el andlisis combinado a través de las cinco aplicaciones y los tres estratos
(Cuadro 5), se observa que los valores sobre el porcentaje de infeccion,
ocasionado por Corynespora cassicola en el cultivo de jamaica (Hibiscus
sabdariffa), se destaca como menos eficiente el tratamiento 7 (testigo) en ambas
localidades, con 49.17 y 48.94 % de incidencia, mientras que los mejores fueron
el tratamiento 1 y 2 donde se utilizé biopolimeros mas Trichoderma I, tales como
(quitosano + Trichodermal l) con 12.47y 12.74 %, y (alginato + Trichodermal) con
14.13 y 12.74 %, en las localidades de Huamuchapa y Villa Hermosa,
respectivamente (Cuadro 5). Es importante sefalar que en este estudio la
enfermedad del manchado de hojas y caliz se presentd, de manera natural en las
parcelas experimentales evaluadas, sin induccion, en ambas localidades,

pertenecientes al municipio de Tecoanapa, Guerrero.
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En el mismo Cuadro 5, se muestran los valores del porcentaje de infeccion
ocasionado por Corynespora cassicola en funcion de la incidencia en caliz en el
cultivo de jamaica, similarmente al caso de las hojas, se destacan como mas
eficaces, el tratamiento 1 (Quitosano + Trichoderma I) con 14.6 y 14.81 % y el
tratamiento 2 (Alginato + trichoderma l), con 15.16 y 15.64 % de incidencia en las
localidades de Villa Hermosa y Huamuchapa, respectivamente (Cuadro 5).
Mientras que el menos eficaz fue el tratamiento 7 (Testigo) con 31y 34.7 % de
incidencia en caliz. En los tratamientos donde se aplicaron los biopolimeros se
obtuvieron resultados favorables con una disminucion de incidencia de la

enfermedad.

La incidencia del manchado de céliz, requiere mayor atencion en los municipios
de Tecoanapa, Ayutla y Acapulco, por un riesgo alto de incidencia (>93 %) del
manchado de caliz (Noriega-Cantu et al., 2021).

El quitosano es un polisacarido natural con un gran potencial de aplicacion en la
agricultura, como la promocion de crecimiento de las plantas, asi como también
la obtencidn de resistencia contra el estrés bidtico y abiotico y la activacion de
sefalizacion simbidtica entre las plantas y los microorganismos benéficos, el
quitosano ofrece una alternativa sostenible para la proteccion de cultivos en un
futuro (Li et al.,, 2020) Entre los efectos de algas y extractos (alginato) se
encuentra la estimulacion de las semillas, el crecimiento de las plantas y la
floracién por otra parte estimulan el crecimiento de las raices, asi como también
actlan en los procesos que desencadenan los mecanismos de defensa e
inmunidad en las plantas e incrementan la resistencia de las enfermedades

fungicas y bacterianas (Lopez-Padron et al., 2020).

Tal como sucedié en este estudio, el tratamiento 1, obtuvo menor incidencia de
la enfermedad en las hojas y en caliz, esto podria deberse a un efecto de
simbiosis entre las plantas con la aplicacion de los biopolimeros como quitosano,
alginato y el Trichoderma I, que también juega un papel importante gracias a sus

mecanismos de accion tales como antibiosis, competencia por espacio y
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nutrientes, como carbono, nitrato y hierro, y micoparasitismo, desactivacion de

enzimas de los patdgenos entre otros (Martinez et al., 2013).

En su estudio, Mulkay y Vitén (2017), encontraron que la inmersion de frutas de
mango en sales de quitosano redujo la incidencia y severidad de antracnosis en
comparacion con el control, con acetato 20 g L obtuvieron menor incidencia e

indice de severidad.

Berumen et al. (2015), mostraron que el crecimiento de Colletotrichum sp, fue
totalmente inhibido en los frutos de mango tratados con quitosano a
concentraciones de 1.0% y 1.5% esto se verifico durante un periodo de 3 dias de
incubacion, no existié incidencia ni severidad de la enfermedad de antracnosis.

Cuadro 5. Incidencia promedio (a través de las cinco aplicaciones y los tres estratos) en hojas y
caliz, para cada tratamiento, localidades Villa Hermosa y Huamuchapa.

Incidencia en hojas Incidencia en caliz

Tratamientos Villa Huamuchapa Villa Hermosa Huamuchapa
Hermosa

Quitosano + Trichodermal  12.74 c* 1247 c 14.6d 14.81d
Alginato + Trichoderma | 12.74 c 14.13c 15.16d 15.64 cd
Trichoderma | 19.43 b 18.97 b 18.3 bed 20.61 bc
Quitosano 18.83 b 20.08 b 19.3 bed 22.47Db
Alginato 17.76 b 19.31b 18.84 bc 20.53 bc
Gribac 18.27 b 20.75b 20.53 b 23.4b
Testigo 28.87 a 31.64 a 3la 34.7 a
Prob.** 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
DSH#*** 3.54 3.45 3.92 5.34

*. Promedios de los tratamientos por columna con la misma letra, para cada localidad, no son
estadisticamente diferentes de acuerdo con al método de Tukey (p= 5%). **: Prob.= Probabilidad

obtenida en el Analisis de Varianza. ***; DSH=Diferencia Significativa Honesta de Tukey.

En las dos localidades de estudio el dafio causado por Corynespora cassicola se
verifico mediante la presencia de la enfermedad tanto en las hojas como en
calices, con dafos sobre las hojas, con manchas circulares, bordes negros y
halos purpura, en los calices presentaron manchas negras hundidas en forma

circular a irregulares (Ortega-Acosta et al. 2015).
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En las Figuras 10 y 11 se muestra los perfiles del comportamiento promedio a
través de los tres estratos, de los tratamientos para cada aplicacion para la
incidencia en hojas. Donde se observdé que a medida que paso el tiempo la
incidencia incrementd para todos los tratamientos, siendo mayor en el tratamiento
7 (testigo) contrario a los tratamientos 1 (Quitosano + Trichodermal.) y 2 (Alginato
+ Trichoderma |.) en el cual existe menor incidencia de la enfermedad del

manchado de caliz, en el cultivo de jamaica en ambas localidades de estudio.
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Figura 10. Perfil de Incidencia promedio a través de los tres estratos en hojas en funcion de las
aplicaciones, localidad Villa Hermosa; T1QT: Quitosano + Trichoderma |, T2AT: Alginato +
Trichoderma |, T3T: Trichoderma |, T4Q: Quitosano, T5A: Alginato, T6G: Gribac, T7TES:
Testigo.
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Figura 11. Perfil de Incidencia promedio a través de los tres estratos en hojas en funcion de las
aplicaciones, localidad Huamuchapa; T1QT: Quitosano + Trichoderma |, T2AT: Alginato +
Trichoderma |, T3T: Trichoderma |, T4Q: Quitosano, T5A: Alginato, T6G: Gribac, T7TES:
Testigo.

Similarmente, en las Figuras 12 y 13, se muestran los perfiles del comportamiento
promedio a través de los tres estratos, de los tratamientos para cada aplicacion
para la incidencia en céliz. Donde se encontré que a medida que pasa el tiempo,
la incidencia avanza en los calices para todos los tratamientos, en el tratamiento
7 (testigo) la incidencia fue mayor mientras que en los tratamientos 1 y 2, al
aplicar los biopolimeros en combinacién con Trichoderma la incidencia fue
menor, en el cultivo de jamaica en la etapa de desarrollo de caliz para ambas
localidades de estudio.

La incidencia de la enfermedad del manchado de hoja y caliz en jamaica en el
area productora de Guerrero se reporta entre el 46 al 75% (Martinez Sanchez,

2010), valores mayores a los encontrados en esta investigacion.

En su estudio, Noriega-Cantu et al., (2021) mostraron que la incidencia del
manchado de céliz (MC) fue entre de 75 y 100% en los Municipios de Ayutla,

Tecoanapa y Acapulco, no obstante, municipios aledafios como San Marcos,



Atoyac y Coyuca de Benitez tienen una menor incidencia, lo cual se debe

posiblemente a que en estos municipios la jamaica es pocoestablecida.
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Figura 12. Perfil de Incidencia promedio a través de los tres estratos en caliz en funcion de las
aplicaciones, localidad Villa Hermosa; T1QT: Quitosano + Trichoderma I, T2AT: Alginato +

Trichoderma |, T3T: Trichoderma I, T4Q: Quitosano, T5A: Alginato, T6G: Gribac, T7TES:
Testigo.
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Figura 13. Perfil de Incidencia promedio a través de los tres estratos en caliz en funcién de las
aplicaciones, localidad Huamuchapa;T1QT: Quitosano + Trichoderma I, T2AT: Alginato +

Trichoderma |, T3TR: Trichoderma |, T4Q: Quitosano, T5A: Alginato, T6GRI: Gribac, T7TES:
Testigo.
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3.2 Evaluacion de severidad en hojas y céliz en condiciones de campo,
localidades Villa Hermosa y Huamuchapa

En relacion con el grado de severidad en hojas ocasionado por Corynespora
cassicola en el cultivo de Hibiscus sabdariffa, en la Figura 14 se destaca como
menos eficiente el tratamiento 7 (testigo) con 46.4 y 41.55 % de severidad, en
Villa Hermosa y Huamuchapa, respectivamente; mientras que los mejores fueron
los tratamientos uno (quitosano + Trichoderma l) con 26.38 y 15.56 % y el nUmero
2 (Alginato + Trichoderma 1) con 29.26 y 18.19 %. Para informacién a mayor

detalle del comportamiento de cada tratamiento ver Cuadro 9, en apéndices.

El quitosano es capaz de inhibir el crecimiento de un gran nimero de patégenos
y esta inhibicion depende de la concentracion y del microorganismo (Ramirez-
Benitez et al., 2019), tal como sucedi6 en este caso con la aplicaciéon con

quitosano + Trichoderma |, donde se observé menor severidad.
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Figura 14. Severidad promedio en hojas, para cada tratamiento, localidades Villa Hermosa y
Huamuchapa. Barras con la misma letra, para cada localidad, no son estadisticamente
diferentes de acuerdo con al método de Tukey (p= 5%). T1QT: Quitosano + Trichoderma |,
T2AT: Alginato + Trichoderma |, T3T: Trichoderma |, T4Q: Quitosano, T5A: Alginato, T6G:
Gribac, T7TES: Testigo.
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Similarmente a los resultados mostrados de severidad en hojas, al analizar los
valores de severidad en caliz, ocasionado por la Corynespora cassicola en
Hibiscus sabdariffa para cada tratamiento (Figura 15, Cuadro 10 Apéndices), se
destaca como menos eficiente el tratamiento 7 (testigo) con una severidad mayor,
con valores de 5152 y 4865 %, en Villa Hermosa y Huamuchapa,
respectivamente. Mientras que los mejores fueron los tratamientos 1 y 2
(quitosano + trichoderma |) con 19.68 y 9.26 % y (alginato + trichoderma I) con

21.03 y 10.63 % de severidad, respectivamente, con el uso de los biopolimeros.

Los polisacaridos de origen animal y vegetal utilizados con frecuencia en la

microencapsulacion son alginato, goma ardbiga y quitosano (Lupo Pasin et al,
2012).
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Figura 15. Severidad promedio en caliz, para cada tratamiento, localidades Villa Hermosa y
Huamuchapa. Barras con la misma letra, para cada localidad, no son estadisticamente
diferentes de acuerdo con el método de Tukey (p= 5%). T1:QT, Quitosano + Trichoderma I,
T2:AT, Alginato + Trichoderma |, T3:TR, Trichoderma I, T4:Q, Quitosano, T5:A, Alginato,
T6:GRI, Gribac, T7:TES, Testigo.

El quitosano, es obtenido como resultado de la desacetilacion de la quitina, se
considera como uno de los polimeros naturales mas importantes, ha demostrado
tener propiedades antivirales, antibacterianas y antifingicas y se han explorado

para muchos usos agricolas (Riaz Rajoka et al., 2020). Induce respuesta de
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defensas al huésped, tanto en monocotiledoneas como en dicotiledéneas. Estas
respuestas son lignificacion, variaciones de flujo en los iones, acidificacién
citoplasmatica, activacion de quitinasa y glucanasa, y biosintesis de fitoalexinas
(EI Hadrami et al., 2010). El alginato se encuentra principalmente en las
macroalgas, se considera uno de los polisacaridos importantes (Dharani et al.,
2020). Debido a su alta seguridad, propiedades fisicas y quimicas Unicas y
funciones bioldgicas, el alginato tiene una amplia gama de aplicaciones en los

campos de la alimentacion, la agricultura y la medicina (Tang et al., 2022).

Rodriguez Pedroso et al. (2015) en su estudio demostraron que el quitosano de
bajo peso molecular tiene un mayor efecto sobre el crecimiento radial del hongo

Bipolaris oryzae, agente causal del manchado del grano de arroz (Oryza sativa).

Cabe destacar de forma general que el quitosano, aplicado a una tasa de 1
mg/ml, es apto de reducir el crecimiento In vitro de muchos hongos y omycetos,
pero no de Zygomycetes, los cuales contienen quitosano en sus componentes en
sus paredes celulares. Otra clase de hongos que es resistentes al efecto
antifangico del quitosano son los hongos nemato- entomo- patégenos, los cuales
poseen actividad quitosanolitica extracelular (EI Hadrami et al., 2010). Para el
caso de Trichoderma spp, se ubica en la clase Hyphomycetes, orden Moniliales,

familia: Moniliaceae (Martinez et al., 2015).

Liu et al., (2007) mostraron los efectos del quitosano sobre el moho gris y el moho
azul causados por Botrytis cinerea y Penicillium expansum en frutos de tomate
almacenados a 25 y 2 °C. El quitosano inhibié fuertemente la germinacion de
esporas, la elongacion del tubo germinativo y el crecimiento micelial de B. cinerea
y P. expansum in vitro y dafié las membranas plasméticas de las esporas de

ambos patdgenos.

Ramirez-Benitez et al. (2019), evaluaron el efecto del quitosano de bajo grado
de polimerizacion (QBP) sobre el crecimiento de Phytophthora capsici, las

concentraciones bajas de dicho compuesto (0.4 mg/l) provocaron un 88% de
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inhibicion del crecimiento del oomiceto, dichas concentraciones superiores a 0.8

mg/l inhibieron completamente su crecimiento.

Ortega-Acosta et al. (2019) verificaron por dos ciclos agricolas (2014 y 2015), el
manchado de hojas y céliz de jamaica en Tecoanapa, Guerrero, y durante los dos
ciclos se present6 la enfermedad en el cultivo, con el tratamiento mancozeb se
obtuvieron valores de 4.73 y 4.71 % de severidad en los dos ciclos,
respectivamente; el clorotalonil mostro 4.79 y 4.76 % de severidad; y el benomilo
alternado con oxicloruro de cobre present6 4.82 y 4.80 % de severidad; fueron
los que obtuvieron mayor nivel de control con los menores valores de severidad

en hojas obtenidos respecto al testigo 5.30 y 5.26 % en el 2014 y 2015.

3.3 Severidad promedio en hojas y caliz, por aplicaciones.

Similarmente a la evaluacion de Incidencia, también se valoro la severidad
promedio en hojas y caliz para cada aplicacion, en la Figura 16 se muestra, que
a medida que pasa el tiempo la severidad en hojas aumenté en ambas
localidades, tal como se aprecié mayor severidad en la ultima aplicacion, con
valores de 33.66 y 24.2 %, en Villa Hermosa y Huamuchapa, debido a que a
finales del mes de septiembre, influyeron los cambios ambientales ya que en la
zona de estudio las lluvias aumentaron y con ello la mayor propagacion del hongo
de acuerdo al aumento de humedad, respectivamente; mientras que en la
primera aplicacion se tuvo un porcentaje menor de severidad con 6.28 y 2.62 %.
Las primeras aplicaciones se iniciaron en el mes de agosto del 2021, donde la
presencia de la enfermedad manchado de hojas y caliz en el cultivo de jamaica,
Nno es tan severa y sus primeros sintomas apenas empiezan a manifestarse en

las hojas.
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Figura 16. Severidad promedio en hojas, para cada aplicacién, localidades Villa Hermosa y
Huamuchapa; Barras con la misma letra, para cada localidad, no son estadisticamente
diferentes de acuerdo con el método de Tukey (p= 5%).

En la Figura 17, se muestra un comportamiento similar al de la severidad en las
hojas, a medida que pasa el tiempo la severidad en los calices aumentd, tal como
se observé en la dltima aplicacion con valores de 28.16 y 20.7 %, para Villa
Hermosa y Huamuchapa, respectivamente. Mientras que en la primera aplicacion
se tuvo una menor severidad promedio con valores 7.03 y 8.39 %. Las primeras
aplicaciones iniciaron en el mes de octubre del 2021, donde la presencia de la
enfermedad manchado de caliz en el cultivo de jamaica, no fue tan severa y sus
primeros sintomas apenas empiezan a manifestarse en los primeros calices
emergidos, cuando el cultivo se aproxima a la etapa de madurez de céliz y se
acerca a la cosecha, la enfermedad es mas agresiva, debido a que la humedad

aumenta y favorece las condiciones para el hongo.
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Figura 17. Severidad promedio en caliz, por aplicacion, localidades Villa Hermosa y
Huamuchapa; Barras con la misma letra, para cada localidad, no son estadisticamente
diferentes de acuerdo con el método de Tukey (p= 5%).

Con respecto al comportamiento de los tratamientos, en las Figuras 18 y 19 se
muestran los perfiles promedio a través de los tres estratos. Para ambas
localidades se observé que a medida que pasa el tiempo la severidad avanza en
las hojas, en el tratamiento 7 (testigo), la severidad fue mayor, mientras que en
los tratamientos 1 y 2, la severidad fue menor al aplicar los biopolimeros en
combinacion con trichoderma I.

Teramoto et al. (2013), en su estudio verificaron que las temperaturas entre 23.3
a 29.5 °C y alta humedad relativa de (100 %), son favorables para el desarrollo
de Corynespora cassicola.

Ortega-Acosta et al. (2019), reportaron temperaturas de 25.68 - 29.09 °C y con
una humedad relativa de 100 %, las cuales son favorables para el crecimiento de
Corynespora cassicola, durante dos ciclos agricolas en el cultivo de jamaica, en
el municipio de Tecoanapa, Gro.

62



50
45
40
35
30
25
20
15
10

T7TES

T1QT

Severidad (%)

Aplicaciones

=9=T1QT =@=T2AT T3T =@=T4Q =@=T5A T6G =@=T7TES

Figura 18. Perfil de Severidad promedio a través de los tres estratos en hojas en funcion de las
aplicaciones, localidad Villa Hermosa; T1QT: Quitosano + Trichoderma I, T2AT: Alginato +

Trichoderma |, T3T: Trichoderma I, T4Q: Quitosano, T5A: Alginato, T6G: Gribac, T7TES:
Testigo.
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Figura 19. Perfil de Severidad promedio a través de los tres estratos en hojas en funcién de las
aplicaciones, localidad Huamuchapa; T1QT: Quitosano + Trichoderma |, T2AT: Alginato +

Trichoderma I, T3T: Trichoderma I, T4Q: Quitosano, T5A: Alginato, T6G: Gribac, T7TES:
Testigo.
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En las Figuras 20 y 21 se muestran los perfiles promedio a través de los tres
estratos, del comportamiento de la severidad en célices en funcion del tiempo de
la aplicacion. Para ambas localidades, se muestra que a medida que paso el
tiempo la severidad en los calices avanzo, en el tratamiento 7 (testigo) se tuvo la
mayor severidad, mientras en el tratamiento 1, la severidad fue menor al aplicar
los biopolimeros en combinacion con Trichoderma I, en el cultivo de jamaica en
la etapa de desarrollo de caliz.
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Figura 20. Perfil de Severidad promedio a través de los tres estratos en caliz en funcién de las
aplicaciones, localidad Villa Hermosa; T1QT: Quitosano + Trichoderma I, T2AT: Alginato +

Trichoderma |, T3T: Trichoderma I, T4Q: Quitosano, T5A: Alginato, T6G: Gribac, T7TES:
Testigo.
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Figura 21. Perfil de Severidad promedio a través de los tres estratos en caliz en funcién de las
aplicaciones, localidad Huamuchapa; T1QT: Quitosano + Trichoderma |, T2AT: Alginato +

Trichoderma |, T3T: Trichoderma I, T4Q: Quitosano, T5A: Alginato, T6G: Gribac, T7TES:
Testigo.

3.3 Cosechay secado del cultivo de jamaica

La cosecha de la jamaica se realiz6 una vez que el caliz estaba completamente
maduro para su cosecha, a principios del mes de diciembre de 2021. Para su
cosecha se utilizan estacas para llevar a cabo el despique, con la finalidad de

determinar el rendimiento por cada tratamiento (Figura 22).
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Figura 22. a) Corte y b) despique de Hbiscus sabdariffa, en ambas localidades.

3.5 Peso seco de caliz localidad Villa Hermosa y Huamuchapa

Respecto al rendimiento por hectarea de Hibiscus sabdariffa, se puede ver en la
Figura 23 que los menores rendimientos se obtuvieron en el tratamiento 7
(testigo) con 285.71 y 195.24 kg ha?, en Villa Hermosa y Huamuchapa,
respectivamente; mientras que con el tratamiento 1 (quitosano + trichoderma )
se obtuvieron los mejores rendimientos, de 523.81 y 451.19 kg ha? en Villa

Hermosa y Huamuchapa, respectivamente.

Los agricultores de jamaica establecen genotipos criollos los cuales son
cosechados en el mes de diciembre, obteniendo rendimientos bajos, los cuales
promedian en 250 kg hal, en asociacién con maiz (Ariza Flores & Galvez
Marroquin, 2020).
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Figura 23. Rendimiento de Hibiscus sabdariffa en seco, localidades Villa Hermosa y
Huamuchapa; Barras con la misma letra, para cada localidad, no son estadisticamente diferentes
de acuerdo con el método de Tukey (p= 5%). T1QT: Quitosano + Trichoderma I, T2AT: Alginato
+ Trichoderma |, T3T: Trichoderma |, T4Q: Quitosano, T5A: Alginato, T6G: Gribac, T7TES:
Testigo.

3.7 Analisis econdmico de la produccion de jamaica (Hibiscus sabdariffa)

Ingresos.

Los ingresos se lograron multiplicando los rendimientos que se obtuvieron por
hectarea por el precio unitario del producto en el mercado.

=R * Pu
Donde: I=Ingreso; R=Rendimiento; Pu=Precio unitario del producto en el

mercado.

3.7.1 Costos de produccién por hectarea

El costo total fue de $ 14,060 pesos por hectarea, encontrando que el 22.4 % se

debe a los costos fijos, que corresponden a $ 3,500 pesosy el 77.5 % a los costos
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variables con $ 10,910 (Cuadro 6). En el apéndice se muestra el desglose a

mayor detalle de estos costos.

Cuadro 6. Costos fijos y variables de la produccion de la jamaica (Hibiscus sabdariffa) en Villa
Hermosa y Huamuchapa, Gro.

Concepto Total (pesos/ ha) | %

costos fijos 3,150 22.4
Renta del terreno 1,500 10.6
transporte 1,650 11.7
costos variables 10,910 77.5
limpia del terreno 2,000 14.2
siembra 600 4.2
Control de malezas 1,800 12.8
Control de plagas 1,150 8.2
labores culturales 480 3.4
Cosecha 4,400 31.3
Recoleccién de semilla 240 1.7
Secado 240 1.7
Costo total (pesos/ha) 14,060 99.8

El rendimiento promedio por hectarea de los calices secos de la jamaica, a nivel
municipio es de 250 a 300 kg ha?, el precio es variable de acuerdo con la
variedad de la jamaica, en los dos afios anteriores se ha mantenido el precio de
la jamaica criolla en $ 100.00 pesos por kilogramo. Cabe mencionar que la
diferencia en el precio radica en la calidad del producto, la flor de jamaica criolla
destaca por su acidez en comparacion con la tempranilla que tiene mas color que

acidez.

Cabe mencionar que a pesar que la superficie cosechada y el rendimiento por
unidad de superficie se consideran bajos, los campesinos logran conseguir
elevados ingresos, esto se debe al buen nivel de comercializacién y el incremento

en la demanda.
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3.7.2 Rentabilidad econdmica

La relacion beneficio-costo (B/C) se considera como un indicador para establecer
la rentabilidad econdmica de una actividad productiva, (Terrones, 2019; Terrones
y Sénchez, 2011). Se cuantifica mediante la siguiente expresion:

Ingresos totales netos

B/C =

Costos totales

En su estudio Terrones y Sanchez (2011) y Terrones (2019), establecen que, si
la relacién beneficio-costo (RCB) es igual a la unidad, los ingresos abquiridos se
consideran iguales a los gastos generados por lo tanto el campesino recupera lo
invertido; si la RCB es menor a la unidad, la actividad se considera no viable
econdmicamente debido a que se generan pérdidas; si la RCB es mayor a la
unidad, la actividad presenta rentabilidad econémica, es decir, se recupera lo

invertido y genera ganancias.

Tomando en consideracion los célices de la jamaica criolla, con un rendimiento
de 250 kg ha?, a un precio de $ 100 pesos por kg, se tienen los siguientes
ingresos por tratamiento, como se ilustra a continuacion (Cuadro 7). La ganancia
por peso invertido (GPI) se obtiene simplemente dividiendo el ingreso neto entre
el costo total.

Cuadro 7. Ingresos Promedios y Ganancia por Peso Invertido (entre paréntesis), por
tratamiento, en las localidades de Villa Hermosa y Huamuchapa, Gro. MXN pesos por hectéarea.

Tratamientos Villa Hermosa Huamuchapa
T1QT 52,381 (3.73) 45,119 (3.21)
T2 AT 50,000 (3.56) 29,167 (2.07)
T3T 45,238 (3.22) 33,214 (2.36)
T4Q 42,857 (3.05) 29,881 (2.13)
T5A 39,286 (2.79) 31,548 (2.24)
T6 G 35,714 (2.54) 27,381 (1.95)
T7TES 28,571 (2.03) 19,524 (1.39)

T1QT: Quitosano + Trichoderma I, T2AT: Alginato + Trichoderma I, T3T: Trichoderma |, T4Q:
Quitosano, T5A: Alginato, T6G: Gribac, T7TES: Testigo

En este caso inclusive en el testigo se obtiene una ganancia de la inversion y
todas las ganancias son superiores a 1, significa que en la produccién se

69



recupera todo lo invertido, es decir aun con las condiciones actuales de
produccion, en el municipio de Tecoanapa, el cultivo de Hibiscus sabdariffa en
Guerrero, para los productores representa un ingreso extra, la mayoria siembran
el cultivo intercalado con maiz, el cual utilizan para el consumo propio y para
alimentar al ganado o venta a intermediarios, y asi generan ganancias para el
gasto familiar. Es importante también mencionar que la mayoria de los
productores desconocen que a la jamaica se le puede dar un valor agregado, ya

gue desconocen los procesos de industrializacion.

8.2. CONCLUSION

La combinacién de Trichoderma | y quitosano es una alternativa a los dafios
ocasionados en hojas y céliz de Hibiscus sabdarifa, ademas las concentraciones
encontradas fueron ideales para ser utilizadas en las aplicaciones en campo.
Dichas aplicaciones se deben iniciar desde las primeras etapas del cultivo, asi
como a las semillas antes de la siembra, ya que a medida que pasa el tiempo la

incidencia y severidad aumenta en el cultivo.

Se determiné el peso fresco y seco de los 7 tratamientos, T1QT: Quitosano +
Trichoderma |, T2AT: Alginato + Trichoderma |, T3T: Trichoderma |, T4Q:
Quitosano, T5A: Alginato, T6GRI: Gribac, T7TES: Testigo. Encontrando los
mejores resultados en el tratamiento 1, QT: Quitosano + Trichoderma I, de peso

fresco y seco de calices en kg hal.
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4. CONCLUSION GENERAL

De los cuatro sustratos evaluados, el de maiz con granos enteros enriquecido
con azucar y soya presentd valores de germinacion del 90 % y viabilidad de
crecimiento a los cuatro dias, y a las 3 semanas los granos estaban
completamente cubiertos de micelio del antagonista, Los resultados de dicha
investigacion constituyen un aporte para la implementacion de sustratos locales
para su reproduccion a gran escala en biopreparados de cepas nativas de
Trichoderma longibrachiatum, ademas se encuentra adaptada a las condiciones

climaticas del municipio de Tecoanapa, Gro.

Los biopolimeros a base de quitosano y alginato en combinacién con
Trichoderma longibrachatum, contribuyeron a una menor incidencia y severidad
de los dafios ocasionados tanto en hojas como en caliz de Hibiscus sabdarifa,
siendo el quitosano el de mayor efectividad en el control de la enfermedad con
12.47 y 12.74 % incidencia en hojas y caliz con14.6 y 14.81 %, en el caso de
severidad en hojas (Quitosano + Trichoderma ) con 26.38 y 15.56 %, en caliz
con 19.68 y 9.26 % con el uso de este biopolimero, en Villa Hermosa y

Huamuchapa, Gro.

En el analisis econdmico destaco el T1QT, Quitosano + Trichoderma |, obtuvo los
mejores resultados en rendimiento con 523.81 y 451.19 kg ha, con un ingreso
promedio y ganancia por peso invertido de $ 52,381 (3.73) y $ 45,119 (3.21) en

ambas localidades de estudio.
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APENDICES

Cuadro 8. Desglose de costos fijos y costos variables por hectarea.

Concepto cantidad |unidad de medida | precio unitario ($) |importe ($)
Renta de terreno 1lha ha 1,500 1,500
limpia del terreno 10 jornales 120 (pagado) 1,200
80 (comida) 800
control de plagas 6 botes 80 460
mano de obra 3 jornales 150 (pagado)
80 (comida) 690
control de maleza 15 jornales 120 1800
siembra
semilla de jamaica 3 kg 40 120
mano de obra 4 jornales 120 480
otras labores
culturales
deshije de la jamaica 2 jornales 120 240
poda de la jamaica 2 jornales 120 240
cosecha
corte de la ramas de
jamaica 3 jornales 120 360
acarreo de la ramas 2 jornales 120 240
despique manual 30 jornales 120 3,600
costales para guardar
los célices 20 costales 10 200
transporte
viajes 1 por dia (8 dias) 150 1,200
traslado hacia el
comprador 3 viajes 150 450
recoleccion de la
semilla de jamaica 2 jornales 120 240
secado 2 jornales 120 240
Total/ ha 14,060

Cuadro 9. Incidencia promedio (a través de las cinco aplicaciones y los tres estratos) en hojas y
céliz, para cada tratamiento, localidades Villa Hermosa y Huamuchapa.

Tratamientos

Severidad en hojas

Severidad en céliz

Villa Hermosa

Villa Huamuchapa
Hermosa
Quitosano + Trichoderma |l  26.38 d* 1556 ¢ 19.68 d
Alginato + Trichoderma | 29.26 cd 18.19c 21.03 cd
Trichoderma | 33.28 bc 22.93 bc 27.70 b
Quitosano 32.41 bc 23.83b 26.35 bc
Alginato 34.14 b 23.53b 25.23 bc
Gribac 33.76 bc 23.83b 25.59 bc

Huamuchapa

9.26 c
10.63 ¢
18.98 b
19.25 b
17.72 b
20.40b
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Testigo
Prob.**
DSH***

41.55 a
0.0001

6.67

5152 a
0.0001

4.73

48.65 a
0.0001
6.46

*. Promedios de los tratamientos por columna con la misma letra, para cada localidad, no son

estadisticamente diferentes de acuerdo con al método de Tukey (p=5%). **: Prob. = Probabilidad

obtenida en el Andlisis de la Varianza. ***; DSH=Diferencia Significativa Honesta de Tukey.

Cuadro 10. Severidad promedio (a través de los estratos y los siete tratamientos) en hojas y
calices para las diferentes aplicaciones, localidades Villa Hermosa y Huamuchapa.

Aplicaciones

Severidad en hojas

Severidad en céliz

1
2
3
4

Prob.**
DSH***

Villa Hermosa

6.28 b*
7.61b
11.84 b
33.66 a
0.0001
6.49

Huamuchapa

262b
5.01b
8.71b
24.2b
0.0001
9.39

Villa Hermosa

7.03c
17.26 b
28.16 a

0.0001
2.10

Huamuchapa
8.39b

11.86 b
20.7a

0.0001
4.96

*. Promedios de los tratamientos por columna con la misma letra, para cada localidad, no son
estadisticamente diferentes de acuerdo con al método de Tukey (p= 5%). **: Prob. =
Probabilidad obtenida en el Analisis de la Varianza. ***: DSH=Diferencia Significativa Honesta

de Tukey.
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