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RESUMEN

El presente trabajo se realiz6 en el ciclo agosto-noviembre del 2012 en el area de
investigacion y desarrollo de la empresa Rancho Medio Kilo S. de P. R. de R. L.
ubicado en Aguascalientes, Aguascalientes con el objetivo de observar el efecto
biofungicida de productos organicos, para mantener libre de enfermedades
radiculares al cultivo de espinaca (Spinacea oleracea) en condiciones de campo
abierto. Se evaluaron productos que tienen como ingrediente activo a Trichoderma
harzianum, Bacillus subtilis, acetato de quitosano, te de composta, extracto de
Yucca schidigera y extracto de Quillay. Estos productos fueron aplicados a las
dosis recomendadas en la etiqueta, en forma de drench, con intervalo entre
aplicaciones de 7 a 28 dias. Se utilizé la variedad de espinaca Spiros v-886 de la
casa comercial BEJO LTD. Se evalué: plantas sanas por m? (pts-m?) y rendimiento
por corte por hectarea (rendimiento-corte-ha™). Los resultados mostraron que si
hay diferencias altamente significativas en la variable rendimiento por corte por
hectarea, el tratamiento de los productos PHC T22 + PHC Yuccah, dio el mayor
rendimiento con 25.89 ton-corte-ha™, seguido del tratamiento con el producto
Serenade con un rendimiento de 24.81 ton-corte-ha™ quedando el testigo con
rendimiento mas bajo. Estos resultados indican que el uso de biofungicidas en el
manejo agronémico del cultivo de espinaca es favorable debido a que incrementa

la supervivencia de las plantas.

Palabras clave: Biofungicida, enfermedades radiculares, Spinacea oleracea.
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l. INTRODUCCION

La espinaca es una hortaliza muy importante ya que presenta un elevado valor
nutritivo, por su riqueza vitaminica y elementos minerales. Tiene una elevada
actividad antioxidante, por su contenido en acido ascérbico, tocoferol,

carotenoides y diversos compuestos fendlicos (Cao et al., 1996).

En la produccion de espinaca como otras hortalizas, el principal limitante es el
manejo de enfermedades y plagas. En los cultivos se observa una serie de dafios
que generan los productores al realizar hasta seis aplicaciones de mezclas de
pesticidas en un ciclo de cultivo de solo 60 dias. El uso de productos quimicos ha
tenido efectos negativos sobre el ambiente, incluso sobre aspectos relacionados
con la calidad de vida de la poblacién humana. Ademas, se ha demostrado que su
eficacia puede ser de corta duracion, algunas plagas y patdgenos pueden hacerse
resistentes a ellos (Lépez et al., 2005). Ante esta problematica se han buscado
opciones de produccién de alimentos que garanticen la obtencién de productos
inocuos, saludables y de calidad que satisfagan las necesidades de los
consumidores. Una opcidon para cumplir estos objetivos es la produccion de
alimentos certificados como organicos, la otra es usar las herramientas de la

biotecnologia para mejorar las cosechas (Johnson et al., 2007).

Los estudios para la deteccion y el control de enfermedades que mejoren la
produccion y calidad de las cosechas es una actividad que en los ultimos afios ha
tomado una creciente importancia, una alternativa que se tienen son el uso de
biofungicidas, su accién es especifica contra las enfermedades que atacan, no son
perjudiciales para el entorno; generalmente son eficaces aun en pequefas
concentraciones y se descomponen rapidamente sin que permanezcan residuos
dafiinos en las plantas, a diferencia de los pesticidas quimicos (Tamez et al.,
2001).
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1.1. OBJETIVO GENERAL

Conocer el efecto de los diferentes biofungicidas comerciales en la supervivencia y

produccion de la espinaca.

1.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar el efecto biocontrolador de los productos sobre el volumen total de

produccion en el cultivo de espinaca.

Detectar los efectos positivos en la aplicacion de los productos combinados o

solos en cuanto al control de enfermedades radiculares en el cultivo de espinaca.

Identificar el tratamiento que presenta mejores resultados para la supervivencia de
plantas en el cultivo de la espinaca.

1.2 HIPOTESIS

La aplicacion de biofungicidas tendrd un efecto positivo en el control de
enfermedades radiculares, mayor supervivencia de plantas y un mayor

rendimiento.
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I. REVISION DE LITERATURA
2.1. Antecedentes del cultivo

2.1.1. Origen
La forma original o silvestre de espinaca no es conocida; sin embargo, existe
consenso en que la especie es originaria de la region del Caucaso, cerca de Irén,

Afganistan y Turkestan (Krarup y Moreira, 1998).

La espinaca fue introducida en Europa por Espafa (invasion de los Moros)
alrededor del afio 1000 procedente de regiones asiaticas, probablemente de
Persia, pero Unicamente a partir del siglo XVIII comenz6 a difundirse por Europa y
se establecieron cultivos para su explotacion, principalmente en Holanda,
Inglaterra y Francia; se cultivd después en otros paises y mas tarde pas6 a
América (Dechile, 2001).

2.1.2. Clasificacion taxondmica
De acuerdo a Diaz, (2002) el cultivo de la espinaca se clasifica como:

Familia: Chenopodiaceae
Género: Spinacea

Especie: Spinacea Oleracea L.

2.1.3. Produccion mundial
La mayor produccion se encuentra en China, con una participacion del 85% al

90% del total producido a nivel mundial, le siguen Estados Unidos (7%) y Japon
(3%) (Lucier et al., 2004).

2.1.4. Produccion nacional
Produccion agricola por estado en el ciclo otofio-invierno del 2011, modalidad de

riego en el cultivo de espinaca.

12



Cuadro 1. Produccion y rendimiento del cultivo de espinaca de los estados mas
importantes.

Produccién Rendimiento

Estado (Ha) (Ton/Ha)
Aguascalientes 382 19.1
Baja california 2,033.30 15.17
Distrito federal 322.2 9.26
Guanajuato 1,542.50 8.16
Michoacan 15.6 1.3
Puebla 575.32 10.44
Sonora 397 14.18
Tlaxcala 405 27
Veracruz 40 5
Zacatecas 450 15
Total 6,162.92 11.72

Fuente: http://www.siap.gob.mx

2.1.5. Variedades botanicas

Spinacia oleracea L. var. Spinosa. De hoja rizada. Variedad ancestral y su
nombre deriva del hecho de presentar aquenios con pericarpio con puntas;
presenta hojas puntiagudas. Se suele comercializar fresca e incluye la gran
mayoria de los cultivos usados hoy en dia. Resiste muy bien el transporte y esta

adaptada para crecer en invierno (Krarup y Moreira, 1998).

Spinacia oleracea L. var. Inermes. De hoja lisa. Variedad que se habria derivado
de S. oleracea var Spinosa; presenta aquenios lisos y redondeados, hojas de
diversas formas. En general, predominan los cultivares lisos que son los Unicos
usados para la agroindustria de congelados. El cultivo de esta variedad es poco
utilizado en la actualidad y se comercializa congelada o enlatada (Krarup y
Moreira, 1998).

13
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2.2. Caracteristicas botanicas

2.2.1. Planta
Planta hortense, anual, de la familia Chenopodiaceae, su uso horticola tiene lugar

al comienzo del ciclo vegetativo ya que después emite su tallo floral perdiendo
valor como producto. El érgano de consumo de esta hortaliza lo constituyen sus
hojas. La espinaca es una planta dioica; no es raro que prevalezcan formas
sexuales masculinas y femeninas o incluso flores hermafroditas, por lo que el
aspecto morfologico de las plantas puede presentar notables diferencias (Maroto,
1989).

Esta situacién reviste importancia ya que la planta macho produce muy pocas
hojas y son precoces en florecer y por lo mismo, son poco deseables en el cultivo.
Respecto al sexo y productividad de la espinaca, sefialan que las plantas de
mayor interés agricola son las hembras y las macho vegetativos debido a que
poseen similares caracteristicas en cuanto a un buen desarrollo de follaje y que

presentan floracion tardia (Rubatzky y Yamaguchi, 1997).

2.2.2. Raiz

La Raiz es pivotante, levemente engrosada, poco ramificada y de arraigamiento
superficial, pudiendo medir entre 30 y 180 cm de ancho y alcanzando hasta 1 m
de profundidad (Diaz, 2002).

2.2.3. Tallo
El tallo de las hojas de espinaca es firme puede tener una longitud desde el eje

axial hasta la raiz de 10 cm hasta 1 m, dependiendo de la variedad de espinaca
(Krarup y Moreira, 1998).

2.2.4. Hojas
Las hojas son cauliferas, mas o menos alternas, pecioladas, de forma y de

consistencia muy variable; dependiendo del cultivar pueden ser ovales o

14



triangulares. Su color de hoja es verde oscuro; el peciolo es céncavo y a menudo
rojo en su base, disminuye hacia las hojas mas nuevas y va desapareciendo en

las hojas que se sitdan en la parte mas alta del tallo (Diaz, 2002).

2.2.5. Peciolo
El peciolo es largo (entre uno a dos tercios del largo total de la hoja), delgado

(menos de 1 cm), con ahuecamiento progresivo al avanzar el desarrollo, y de
color verdoso hacia la lamina, en contraste con la coloracion rosada que presenta

en el punto de insercion con el tallo (Krarup y Moreira, 1998).

2.2.6. Flores
Las flores masculinas, agrupadas en numero de 6-12 en las espigas terminales o

axilares presentan color verde. Estan formadas por un perianto con 4-5 pétalos y 4
estambres. Las flores femeninas se reunen en glomérulos axilares y estan
formados por un periantio bi o tetradentado, con ovarios uniovulares, estilo Unico

y estigma dividido en 3-5 segmentos (Diaz, 2002).

2.2.7. Semilla
La semilla es orbicular, erguida, rodeada del pericarpio membranoso que puede

ser liso 0 espinoso y de color café claro (Diaz, 2002).

2.3. Manejo agronémico del cultivo

2.3.1. Temperatura
La espinaca es una planta de clima templado, cuyo cero vegetativo es de 5°C, no

soporta temperaturas demasiado altas y en términos generales resiste
temperaturas bajas extremas. Los 6ptimos térmicos para el desarrollo de esta

especie fluctian entre los 15y 18°C (Le Strange et al., 2001).
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Serrano (1985), sefiala que para un desarrollo normal de la especie, se requiere
un minimo de temperatura promedio mensual de 6 °C. Al respecto, se presentan

en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Rangos de temperatura 0ptimos y criticos para el desarrollo del cultivo

de la espinaca.

Fenomeno Rango/punto critico

Dafio por congelamiento -5°C
Detiene su desarrollo 5°C

Minimo 5°C
Germinacion _

Optimo 15-25 °C

Minimo 5-7 °C
Desarrollo vegetativo Optimo 15-18 °C

Maximo 25-30 °C
Humedad Relativa 60-70 %

Fuente: Adaptado de Serrano (1985).

2.3.2. Condiciones edafolégicas
La espinaca se puede cultivar en una gran variedad de suelos, prefiriéndolos

franco-arenosos, fértiles y bien drenados. Para las producciones invernales son
mas adecuados los suelos que tengan un buen drenaje, por lo cual suelos
demasiado arcillosos no son recomendables para su cultivo (Rubatzky vy
Yamaguchi, 1997).
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La espinaca es sensible a la acidez, disminuyendo el porcentaje de germinaciéon
cuando se le cultiva en suelos muy acidos, observandose durante el cultivo una

coloracién amarillo-café en el borde de las hojas (Giaconi y Escaff, 1998).

2.3.3. Nivel de pH requerido
Respecto al nivel adecuado de acidez en espinaca, el pH 6ptimo para el cultivo se

encuentra entre valores de 6.0 a 7.0, debiéndose aplicar cal en suelos mas
acidos. Problemas de acidez en los suelos originan en la planta un enrojecimiento

peciolar y amarillamiento en hojas (Krarup y Moreira, 1998).

2.3.4. Preparacion del suelo
El suelo debe labrarse profundamente en la mayoria de los casos se hace

convencionalmente, esto es con el uso de arados de discos y rastra (Sanchez et
al., 2004).

2.3.5. Densidad de siembra.
La siembra debe realizarse en terrenos ligeramente himedos y de preferencia

con sembradoras de precision, siendo la dosis de semilla aproximadamente entre
8 a 10 kg-ha™, con una distancia entre hileras que varia de acuerdo al cultivar,
maquinaria utilizada y modalidad de cosecha. Las hileras tendran una distancia
entre hilera e hilera de 20 a 35 cm, se puede utilizar sembradoras de precision.
Estas distancias son variables, dependiendo de las exigencias de la variedad,

maquinaria utilizada, modalidades de recoleccion (Giaconi y Escaff, 1998).

2.3.6. Aclareo
Las plantas van distanciAndose como consecuencia de aclaramientos sucesivos.

Algunos prefieren practicar el aclareo precozmente, cuando las plantas son aun
pequefias porque tienden a formar la roseta basal (planta formada por 4-5 hojas),
distanciandolas unos 5-8 cm. Mas tarde, y por aclaramientos sucesivos, las

plantas se distancian unos 10-12 cm. En este caso se arrancan las plantas mas
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gruesas, lo que persigue un doble fin: venta precoz del producto y posibilidad de
permitir que engorden las plantas no extirpadas, que dispondran de mayor espacio

para su desarrollo (Diaz, 2002).

2.3.7. Aporcado

El aporcado es indispensable en el cultivo primaveral, siendo muy raro que se
realice en los cultivos invernales, puesto que el terreno dificilmente adquiere una
estructura que exija tal tratamiento. Terminando el periodo de heladas conviene
dar una labor de escava en torno a la planta para ahuecar la tierra. El aporcado
puede realizarse manualmente o mecéanicamente con labor bastante superficial,
dado que estas plantas poseen raices poco profundas, este laboreo se repite
hasta que el tamafio de las plantas recubre casi completamente los espacios

vacios de las hileras sembradas (Maroto, 1989).

2.3.8. Malezas
El efecto negativo, ademas de la competencia que éstas ejercen, produce en las

hojas una disminucion de su calidad industrial. Para evitar este problema, el
control de las malezas debe iniciarse antes de que éstas adquieran gran
desarrollo, el cual puede ser manual, mecénico o quimico, siendo este Ultimo de
preemergencia o de postemergencia, es decir antes o después que el cultivo y las

malezas emerjan, respectivamente (Serrano,1985).

2.3.9. Riegos
La espinaca se beneficia muchisimo de la frescura del terreno, especialmente

cuando se inicia el calor, regandola repetidamente se pueden obtener buenos
rendimientos y plantas ricas en hojas carnosas. La irrigacion, en especial en los
cultivos que se recolectan tardiamente en primavera deben, realizarse con gran
regularidad; los periodos de irrigacibn y sequedad alternantes favorecen la

eclosion del tallo. El riego por aspersion es el mas recomendado, es importante
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adoptar aquellos modelos que suministren cantidades pequeias de agua por hora
(6-4 mm?®-hr), para evitar la formacién de costra con las perdidas consiguientes de
agua (Maroto, 1989).

2.3.10. Fertilizacién
Diversos autores sefialan que la fertilizacion con nitrdgeno debe ser

preferentemente en forma de nitrato o fertilizacién organica (estiércoles y otros). El
fésforo y el potasio se aplican durante la preparacion del terreno, mientras que el
nitrégeno debe adicionarse parcializando un 30% a la siembra y el restante se
completa en cobertera cuando la planta se encuentre en estado de roseta. La
fertilizacion del cultivo debera realizarse de acuerdo a la siguiente proporcion: N-
P-K 3-1-3. La utilizacion de estos fertilizantes ayudan a mejorar los cultivos, asi
tenemos el caso de los macroelementos como el potasio que contribuye a dar
carnosidad a las hojas y a mantenerlas turgidas durante un largo periodo. El
fésforo actla reduciendo la concentracion de acido oxalico y favorece a la rapida
elevacion de la roseta. El nitrdgeno aumenta la concentracion de la vitamina C
(Rubatzky y Yamaguchi, 1997; Giaconi y Escaff, 1998).

Por parte de los microelementos como el calcio, constituyente de cada célula,
como pectato de calcio, estos depdsitos concentrados de calcio engrosan,
fortalecen hojas y tallos. Las funciones del azufre dentro de la planta son:
Estructurales, formando parte de las proteinas, estableciendo puentes disulfuro
para estabilizar la estructura de las proteinas y metabdlicas, ligandose a
aminodcidos libres, aminoacidos unidos a proteinas y a vitaminas sulfatadas. El
boro forma complejos borato-azlcar que estan asociados con la translocacion de
azucares y es importante en la formacion de proteinas. El zinc ayuda a la sintesis
de sustancias que permiten el crecimiento de la planta y la sintesis de varios
sistemas enzimaticos. Es esencial para promover ciertas reacciones metabdlicas y
ademas es necesario para la produccion de clorofila y carbohidratos (Inpofos,
1997).
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2.3.11. Cosecha
La cosecha se inicia en las variedades precoces a los 40-50 dias tras la siembra y

a los 60 dias después de la siembra con raiz incluida. La recoleccion nunca se
realiza después de un riego ya que las hojas se ponen turgentes y son mas
susceptibles a romperse. Pueden efectuarse de dos formas manual 0 mecanizada.
La recoleccion manual consiste en cortar las hojas mas desarrolladas de la
espinaca, dando aproximadamente 5 o0 6 pasadas a un cultivo. Si se pretenden
comercializar plantas enteras, se corta cada planta por debajo de la roseta de
hojas a 1 cm bajo la tierra. Si la espinaca se destina a industria la recoleccién seré
mecanizada empleando cosechadoras autopropulsadas, esta consta de una barra
regulable y anchura variable (1-3 m), una cinta transportadora de producto y una
tolva (Diaz, 2002).

2.4. Principales enfermedades radiculares del cultivo de espinaca
2.4.1. Marchitamiento del cuello causada por Pythium sp.

2.4.1.1. Sintomas
El tallo se colapsa, las plantas de toda edad se marchitan o toman un color

amarillento, y a veces las hojas tienden a enrollarse hacia abajo. Las plantas
tendran un crecimiento pobre y el rendimiento se reduce; hasta se puede llegar a
una pérdida de toda la cosecha. La infeccion comienza en la punta de la raiz y
lentamente desintegra las raicillas capilares y las finas raices laterales, que son
esenciales para la absorcién de nutrientes. Las raices blancas y relucientes se
tornan de color marrén claro, luego marrén obscuro y finalmente negro. Cuando la
infeccion es severa, la parte mas baja del tallo se torna fina y negra. La porcion
suave y delgada de la raiz que sufre putrefaccion se puede separar con facilidad
del resto de la raiz (Mendoza, 1996; Agrios, 1996).
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2.4.1.2. Etiologia y Epidemiologia
Esta enfermedad es causado por Pythium sp. es un hongo que tiene los oogonios

generalmente intercalares, subglobosos, de 14-27 pm, a menudo en cadenas.
Tiene hifas sin tabiques, también dispone de anteridios en niamero de 1-2 por
oogonio, monoclinos o diclinos y oosporas apleroticas, de pared lisa. Su
reproduccion sexual es mediante la union de los nucleos del anteridio y del
oogonio para formar un cigoto. La reproduccion asexual es a través de esporas
moviles que se denominas zoosporas. Las zoosporas se enquistan en los sitios
potenciales de infeccién y forma un tubo de germinacion hifal que infecta los
tejidos del hospedante. La enfermedad puede ocurrir durante los periodos de
tiempo fresco (13 - 18°C) y humedo, pero la enfermedad es mas dafiina durante
los periodos de tiempo célido (30-35°C) y humedo, nublado o lluvioso. (Noucetta,
2003).

2.4.1.3. Control quimico
Los fungicidas de las clases siguientes son eficaces para el control de Pythium

sp. hidrocarburos arométicos, carbamatos, ditiocarbamatos, fenilamidas,
fosfonatos, etc. También se usa bromuro de metilo, captan, metam, metalaxi,
carbendazim + tiram, propamocarb clorhidrato y fludioxinil. EI uso repetido de
algun fungicida especifico para Pythium sp. particularmente del metalaxil o
mefenoxam (fenilamidas), puede seleccionar poblaciones resistentes (Smith et al.,
1992).

2.4.1.4. Control bioldgico
Utilizar bacterias (Enterobacter cloacae y Pseudomonas sp.) y hongos

(Trichoderma hamatum y otras Trichoderma sp.) para suprimir el ataque de
Pythium sp. Actualmente hay productos biolégico que contienen Trichoderma

harzianum, como agente para el control de Pythium sp. (Gohel et al., 2006).
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2.4.2 Marchitez causada por fusarium

2.4.2.1. Sintomas
La infeccion ocurre en las raices e hipocotilo, generalmente donde hay heridas. El

sistema vascular de la raiz, hipocétilo, tallo y peciolo se puede decolorar a medida
que el tejido se torna café rojizo. El hongo puede ocasionar el taponamiento del
sistema vascular, lo cual produce un leve amarillamiento y envejecimiento
prematuro de las hojas inferiores. Posteriormente, este amarillamiento se hace
mas pronunciado y afecta las hojas mas jovenes, sin que la planta llegue, por lo
general, a marchitarse (Agrios, 1996; Escaff, 2001).

2.4.2.2. Etiologiay Epidemiologia
El patdogeno causante de la enfermedad es el hongo Fusarium oxysporum. El

hongo es un Deuteromycete que produce 3 tipos de esporas asexuales; las
microconidias, las macroconidias y las clamidosporas. Sus clamidosporas
germinan y penetran a las raices de la planta por heridas. El patégeno se puede
diseminar en la semilla, en el suelo, adherido a implementos agricolas, en partes
de plantas infectadas y en el agua de riego. La enfermedad es favorecida por
temperaturas entre 25 y 32° C y humedad alta del suelo. El patégeno produce
principalmente 3 toxinas, el 4cido fusarico, la licomarasmina, y la vasinfuscarina,
las cuales son responsables del amarillamiento del follaje, necrosis vascular y
muerte de la planta (Agrios, 1996; Escaff, 2001).

2.4.2.3. Control quimico
Cuando se presenten plantas afectadas se pueden aplicar, juntos o separados,

cualquiera de los siguientes agroquimicos: Fosetil-Al y Captan en dosis de 1.250
gramos de ingrediente activo por hectarea de cada uno de los productos (Escaff,
2001).

2.4.2.4. Control biolégico
Los controladores biolégicos se visualizan como una buena alternativa, existen

productos de biocontrol de patdgenos, los que han sido formulados a base de

22



hongos, tales como Gliocladium y Trichoderma, o bacterias como Pseudomonas y

Bacillus (Paulitz y Belanger, 2001).

2.4.3. Pudricion radicular causada por Rhizoctonia

2.4.3.1. Sintomas
Este hongo provoca consecuencia del estrangulamiento y necrosis del tallo a nivel

de cuello en plantas recién emergidas. En plantas adultas los sintomas se
caracterizan por presentar manchas secas bien delimitadas en raices. Sobre las
pudriciones comunmente se caracteriza un collar de color café-rojizo a café sobre
plantas jovenes. Estas pudriciones inhiben el crecimiento normal y causan la
detencion del crecimiento o bien dan como resultado de la invasion de éste

patdgeno a plantas con bajo vigor (Mendoza, 1996).

2.4.3.2. Etiologia 'y Epidemiologia
Esta enfermedad es causada por el hongo Rhizoctonia solani habitualmente el

in6dculo consiste de hifas, esclerocios y basidiosporas, estas ultimas corresponden
al estado sexual. El reconocimiento de la especie depende de una combinacién de
varias caracteristicas, las que corresponden a que este, posee células
multinucleadas, ramificaciones cerca del septum distal de una célula, constriccion
de la rama y formacion de un septum cerca del punto de origen de la rama. Los
mecanismos patogénicos son la habilidad de producir enzimas que degradan la
pared celular, maceran los tejidos, y metabolitos fitotéxicos. El patégeno se
transporta en suelos infestados, a través del movimiento de plantulas infestadas,
semillas enfermas y las basidiosporas son transportadas por el viento. Las
temperaturas para el hongo son un éptimo de 25 a 30° C, un minimo de 7.7° Cy
un maximo de 31 a 35 ° C. Indican que los esclerocios germinan de 7.7 a 30 ° C
con el 6ptimo a 23 ° C, y el optimo para la germinacion de basidiosporas fluctia
entre 21 a 25° C (Banville et al., 1996).
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2.4.3.3. Control quimico
Tratamiento al suelo esterilizacion de presiembra o pretransplante con: Bromuro

de metilo (60-100 g-m?) Dazomet (30-60 g-m?) Metam sédio (30-40 g-m?).

Localizado al suelo la aplicacion de Mancozeb, Thiram, etc (Banville et al., 1996).

2.4.3.4. Control biolégico
El control biolégico se menciona como alternativa considerando a Bacillus subtilis,

Trichoderma harzianum, utilizando aislamientos no patogénicos de R. solani,
especialmente Rhizoctonia binucleada, ya que son depredadores en la microfauna
del suelo (Banville et al., 1996).

2.5. Mecanismos de defensa de las plantas a patégenos

En la naturaleza, las plantas estan constantemente desafiando a los patégenos
mediante un amplio repertorio de respuestas que les permite de manera temprana
reconocer, detener y contrarrestar la infecciéon. La mayoria de las plantas toman
sus nutrientes a partir del suelo; utilizan los recursos de su ambiente para crecer,
reproducirse y reaccionar ante condiciones desfavorables. Su defensa ante
microorganismos patdgenos, tales como virus, bacterias, nematodos y hongos,
esta dada por un gran nimero de reacciones bioquimicas. Esta proteccion puede
ser propia de la planta o se puede inducir a la planta para que se incremente su

autoproteccion (Colleen et al., 2009).

2.5.1. Defensas preformadas
Este tipo de defensa se divide en dos, defensas morfologicas preformadas y

defensas quimicas preformadas también Ilamadas constitutivas que son
estructuras o sustancias quimicas presentes en la planta antes de la infeccion del

patogeno, las cuales se describen a continuacion:
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Las defensas morfoldgicas preformadas son las ceras de la cuticula; el espesor y
firmeza de las células de Ila epidermis; el tamafio, localizacion y forma de
estomas y lenticelas que actian como barreras que dificultan la penetracion de
algunos patégenos. La abundancia de tricomas en la superficie de la planta puede
ejercer un efecto repelente al agua y por lo tanto reducir la posibilidad de
colonizacion de la superficie por parte del patdgeno. Algunas caracteristicas
morfologicas de las plantas como color, forma, tipo de cuticula, ceras y vellosidad
de tallos y hojas pueden interferir o modificar el comportamiento del patdgeno
(Madriz, 2002).

Las defensas quimicas preformadas, presentes en la planta antes de que se lleve
a cabo el reconocimiento, son de origen diverso con alta actividad bioldgica. Las
plantas secretan una amplia variedad de sustancias con propiedades téxicas o
inhibidoras como fenoles, lignina, taninos, saponinas, antocianinas, flavonoides,
glucocinatos, lectinas, glucanasas y quitinasas, entre otros (Kliebeinstein, 2004).
En plantas resistentes a insectos se han identificado metabolitos como alcaloides,
flavonoides y terpenos que pueden contrarrestar el crecimiento, desarrollo y

fertilidad de insectos (Cuartero et al., 2002).

2.5.2. Defensas inducidas
La induccidén de resistencia, es la activaciéon de mecanismos de defensa que se

expresa cuando la planta es desafiada por algun patégeno. La resistencia inducida
por agentes bidticos es un mecanismo activo de defensa que involucra cambios en

el metabolismo de la planta (Madriz, 2002).

En la literatura se indica que existen dos formas de resistencia inducida: la
Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) y la Resistencia Sistémica Inducida (ISR),
las cuales se distinguen considerando la naturaleza del elicitor y las rutas de

activacion que las envuelven (Vallad y Goodman, 2004).
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2.5.2.1. Resistencia Sistémica Inducida
La Resistencia Sistémica Inducida (RSI), es potencializada por bacterias rizogenas

promotoras del crecimiento (PGPR), no involucra la sintesis de proteinas PR y la
ruta de sefializaciébn la realiza a través de jasmonatos y etileno (Vallad y
Goodman, 2004).

La resistencia sistémica inducida en plantas se parece al RSA en la activacion de
proteccion a partes distantes de la planta. Varias investigaciones de RSI se han
realizado en plantas de Arabidosis con la bacteria inductora de resistencia
Pseudomonas fluorescens WCS417r. En Arabidopsis, la resistencia puede ser
inducida en contra de P. syringae pv tomato DC3000, Xanthomonas campestris
pv. amoracia, el hongo Fusarium oxysporum y Alternaria brassisicola. En el
campo, cepas bacterianas como Bacillus pumilus INR-7 resulté muy efectiva para
la proteccion de plantas de chile hacia la enfermedad de mancha angular de la
hoja y antracnosis activando la RSI. La RSI puede ser distinguida de RSA en que
la RSI es independiente de AS pero requiere de la sefalizacion de AJ/ET. Se ha
encontrado que RSI parece ser un reforzamiento de la resistencia basal
dependiente del JA/ET (Custers, 2007).

2.5.2.2. Resistencia sistémica adquirida
La resistencia sistémica adquirida (RSA) es inducida por un amplio de elicitores

bidticos o abiodticos, induce proteinas PR, utiliza rutas de sefializacion que pueden
involucrar al SA y su sefial viaja sistémicamente a sitios distales de donde ocurrio

la infeccion (Van Loon et al. 1998).

En 1960, Ross demostré6 que las plantas de tabaco inoculadas con el virus
causante del mosaico del tabaco (TMV) desarrollaban resistencia a una infeccion
secundaria en tejidos distantes del punto de infeccion. A la diseminacion de la
resistencia a través de los tejidos de la planta se le llamo “Resistencia Sistémica
Adquirida” (RSA), misma que brinda proteccién a la planta contra la variante o

especie de virus, ademas de hongos, bacterias y oomicetos es decir contra un
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amplio espectro de microorganismos fitopatdgenos. Dicha resistencia puede ser
activada en muchas especies de plantas por algunos patégenos asi como
activadores sintéticos donde se presume que se genera una sefial moévil a larga
distancia. La resistencia conferida puede ser de larga duracién y algunas veces
por toda la vida de la planta, dependiendo de las condiciones nutrimentales y
ambientales. Ademas de desarrollarse de manera local como en sitios alejados al

punto inicial de infeccidén (Durrant y Dong, 2004).

La RSA es caracterizada por una acumulacién de acido salicilico (AS) y por la
expresion de proteinas relacionadas con la patogénesis (PRs). Para entender RSA
es necesario reconocer varios procesos durante su desarrollo (Van Loon et al.
1998).

a) Percepcion de elicitores en el sitio de la infeccién.

b) Respuesta de hipersensibilidad y reconocimiento a la invasion.

c) Generacién de sefiales metabdlicas transmisibles.

d) Movimiento de la sefial a través del sistema vascular.

e) Percepcion y amplificacion de la sefial a distancia con un mayor estado de

resistencia.
f) Reprogramacion transcripcional que promueve la sintesis de novo de SA.

g) Expresion de genes de SAR.

2.5.3. Genes de resistenciay larespuesta de hipersensibilidad (RH)
La reaccion o respuesta de hipersensibilidad, es el sistema de defensa mas

poderoso que tienen las plantas. Es una respuesta compleja de defensa altamente
concentrada (temporal y espacialmente) que genera muerte de células, alta
acumulacion local de compuestos fendlicos y reforzamiento de la pared celular en
células que estan alrededor de las células muertas. Ademas de la induccién de
defensa general lo cual previene una futura infeccion en partes distales de la
planta. Aunque la respuesta de defensa ha sido exitosa y puede parar la infeccion

por virus, nematodos, bacterias y hongos, es limitada, pues normalmente se

27



desencadena por el alto reconocimiento especifico, a través de gen de resistencia
de una molécula inductora (asociado al patdogeno) (Custers, 2007).

2.5.4. Proteinas relacionadas con patogénesis (PR)
Las proteinas relacionadas con patogénesis (PR), se les ha definido como

proteinas que son inducidas en respuesta a la infeccién por oomicetos, hongos,
bacterias, virus o0 ataque de insecto en una gran cantidad de cultivos. Debido a
que las PR’s se acumulan en el punto de infeccion como en los tejidos distales al
sitio primario, se denominan proteinas SAR. Aunque las PR’s son expresadas en
plantas enfermas, su sintesis puede ser inducida por reguladores de crecimiento
como etileno, acido absicico, acido indol acético; varios productos biolégicos como
toxinas y enzimas; factores ambientales tales como: temperatura, luz y ozono, asi

como dafio mecénico como heridas (Vidhyasekaran, 2008).

Se han clasificado en 17 familias de PR’s y su localizacion se ha determinado en
espacios intra y extracelulares. Las PR’s poseen actividad antimicrobiana y estan
involucradas en la sefializaciéon de defensa. Algunas PR’s son reconocidas con
actividad de glucanasas, quitinasas, peroxidasas, ribonucleasas, oxalato-oxidasas,
inhibidoras de proteinas, asi como en la transferencia de lipidos (Van Loon et al.,
2006).

2.5.5. Mecanismos basales de defensa en plantas
Muchas plantas son hospederas de varios patdégenos presentes en la naturaleza.

La resistencia de estas es el resultado de muchos factores incluyendo
preformados y defensas pasivas, tales como barreras fisicas a la infeccion y
expresion de compuestos antimicrobiales. Las defensas de las plantas no
hospederas también incluyen la induccion de defensa, las cuales son iniciadas por
el reconocimiento de sefalizaciones de bacterias y hongos desafiantes, la
percepcion de flagelina (FLS2) o por débil reconocimiento de la proteina
avirulentas. Este reconocimiento activa mecanismos de sefializacion, lo cual

conduce a la expresion de induccion de compuestos antimicrobiales,
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reforzamiento local de la pared celular y muerte celular programada en algunas
plantas. Estas defensas juntas, representan la defensa basal que limita la
enfermedad. En general, las defensas basales son activadas mas lentamente que

la defensa basada en la RH (Abramovitch y Martin, 2004).

2.5.6. Mecanismo de resistencia dependiente del acido salicilico
El acido salicilico (SA) es un metabolito producido en SAR, éste no es una sefial

gue se mueve a larga distancia. EI SA es un compuesto que interviene en distintos
procesos biolégicos ademéas de ser sintetizado por la planta cuando es atacada
por patdégenos bidtrofos. EI SA puede ser generado por dos vias enzimaticas
distintas dependientes del corismato. En la primera ruta, el corismato es
transformado a fenilalanina que a su vez es convertido a acido cindmico mediante
la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL). Seguido a esta reaccion, se forma el
acido benzoico para terminar en SA. En la segunda ruta, el corismato es
convertido a isocorismato mediante la participacion enzimatica de isocorismato
sintasa (ICS) y este ultimo a SA mediante la enzima isocorismato piruvato liasa
(IPL). La mayoria del SA inducido por patégenos es sintetizado por la ruta del
isocorismato que se localiza en el cloroplasto (Vlot et al., 2009).

El SA y sus derivados biol6gicos activos como el 0-3- Glucésido de SA (SAG), el
metil salicilato (MeSA) y el 2.5 dihidroxido benzoico (&cido gentisico) son
sintetizados por la infeccion de patdgenos o son capaces de inducir la expresion
de proteinas PR asi como también actuar como sefial mévil a larga distancia en
SAR. El SA es esencial en la ruta de transduccion de sefales que conducen a la
activacion de genes que codifican PR’s. Por el contrario, la inhibicion de su
sintesis 0 acumulacién mediante mutantes, resulta en el bloqueo de la respuesta
de defensa. De esta manera se constatdé que la acumulacion de SA sirve como
una sefal natural que media diferente respuesta de defensa en las plantas. Uno
de los principales componentes que regulan la via de sefalizacion de SA es el gen

NPR1 que codifica la proteina NPR1 cuya funcion modula SAR (Mou et al., 2003).
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2.5.7. Mecanismo de resistencia dependiente del acido jasmadnico
El &cido jasmonico (JA) es un importante regulador en defensa a patdégenos

necrotrofos e insectos herbivoros ampliamente estudiado (Makandar et al., 2010).
La sefializacion dependiente de JA se debe al incremento de su sintesis en
respuesta al ataque de patdgenos y consecuentemente a la alta expresion de
genes de defensa como PDF1.2. El gen PDF1.2 de Arabidopsis es comunmente
usado como marcador para caracterizar la respuesta de defensa dependiente de
JA. En algunos casos el incremento de JA puede ser acompafada por el
incremento de etileno (ET) (Glazebrook et al., 2005; Bari y Jones, 2009).

El JA es un metabolito lipidico derivado del &cido linoleico, altamente distribuido en
el reino vegetal que interviene en una gran cantidad de procesos como el
crecimiento de la raiz, maduracion de frutos, desarrollo del polen, enrollamiento de
zarcillos, respuesta a estrés abidtico y heridas, asi como defensa a insectos y

patégenos (Turner et al., 2002).

2.5.8. Mecanismo de resistencia dependiente del etileno
El etileno es una hormona gaseosa sintetizada como consecuencia del ataque de

patégenos en interacciones compatibles e incompatibles. El etileno en las plantas
activa genes como EIN2 que codifica una proteina integral de membrana que
interacciona con la proteina CTR1 cuya funcion es de regulacion negativa. La
desrepresion de EIN2 por parte de CTR1 induce la activacion a su vez de factores
de transcripcion presentes en el nulcleo que inducen la expresion de genes
dependientes de ET como PDF1.2 (Zhuy Guo, 2008).

Mediante el uso de mutantes se sabe que CEV1 actia como un regulador
negativo de JA y ET en la sefializacién en Arabidopsis, mientras que el factor de
transcripcion ERF1funciona como un regulador positivo en la sefializacion de JA'y
ET en esta misma especie. El factor de transcripcion MYC2 también regula las

interacciones entre JA y ET en las respuestas de defensa a heridas y no a
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patbgenos mostrando una respuesta diferencial segun el tipo de dafio (Bari y
Jones, 2009).

2.6. Biofungicidas

Su principio activo estd constituido por derivados de plantas, animales o
microorganismos (principalmente bacterias y hongos), (Wheeler, 2002). Su
mecanismo de accidon hace énfasis al conjunto de reacciones metabdlicas,
bioquimicas, mecanicas y/o fisicas que de manera natural se desarrollan
articulada o individualmente y desencadenan la inhibicion de la expresion de un
microorganismo patégeno por parte de otro en un ambiente determinado con el fin
de lograr la eliminacion parcial o total de este sin emplear agentes quimicos que

causen efectos adversos (Tamez et al., 2001).

2.6.1. Quitosano
Polimero constituido fundamentalmente por unidades de glucosamina (2-amino-2-

desoxi-D-glucosa) con uniones B (1-4). El quitosano se comporta como un
polielectrolito lineal a pH &cido, posee una alta densidad de cargas, tiene la
capacidad de quelar iones metalicos (Fe, metales pesados, etc.) y de adherirse
facilmente a superficies cargadas negativamente. Este compuesto natural es
biodegradable y no toxico, sus cargas positivas le confieren propiedades

biolégicas y fisiol6gicas Unicas (Sandford, 1989).

La actividad fungicida del quitosano se ha asociado desde hace mucho a su
caracter catidnico. La interaccibn de los grupos amino libres, cargados
positivamente en medio acido, con los residuos negativos de las macromoléculas
expuestas en la pared de los hongos, cambian la permeabilidad de la membrana
plasmatica, con la consecuente alteracibn de sus principales funciones
(Benhamou, 1992). Otras posibles explicaciones de la actividad fungicida del
quitosano se relacionan con la inhibicion de la sintesis de algunas enzimas

presentes en los hongos o alteraciones citolégicas, como se ha reportado en el
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caso de B. cinerea, donde se ha observado al microscopio la apariciéon de
vesiculas y/o células vacias carentes de citoplasma, después del tratamiento con

soluciones acuosas al 1,75% de quitosano (Barka et al., 2004).

Desde hace tiempo se ha comprobado que el quitosano induce reacciones de
defensa en algunas plantas sensibilizandolas para responder mas rapidamente al
ataque de patégenos mediante la estimulacion de mecanismos de defensa ya
conocidos como por ejemplo la produccion de quitinasas y glucanasas (Pearce y
Ride, 1982).

La aplicacion de quitosano ha mostrado efectos positivos en el crecimiento de las
plantas, tanto en la estimulacién de la germinaciéon de semillas como en el
crecimiento de partes de la planta como raices, retofios y hojas (Bhaskara et al.,
1999).

2.6.2. Trichoderma harzianum
Es un hongo que posee estructuras del tipo de conidias halianas uniceluladas,

ovoide en conidiéforo haliano largo no verticiliado, nace en centros pequefios.
Tiene la capacidad de reproducir clamidosporas en sustratos naturales,
estructuras de vital importancia para la supervivencia del género en el suelo bajo
condiciones adversas. Este hongo se encuentra de manera natural en muchos
suelos agricolas, participa en la biotransformacion de celulosa, en la
transformaciéon de hemicelulosa, en la mineralizacion de nitrégeno, en la
degradacion, descomposicién de la lignina y humus (Villegas, 2008). Estimula el
crecimiento de los cultivos porque posee metabolitos que promueven los procesos
de desarrollo en las plantas. Promueve el crecimiento de raices y pelos
absorbentes. Estd comprobada la capacidad de solubilizacion de algunos
nutrientes minerales como zinc y fosforo insolubles del suelo, facilitando su

asimilacion por los cultivos (Eposito y Da Silva, 1998).

Duran et al. (2003), indica que se han estudiado cuatro modos de efecto

biocontrolador de esta especie de hongo contra fitopatdgenos los cuales son: la
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competencia por nutrimentos, la antibiosis, el micoparasitismo y la estimulacién de

defensas de la planta.

a)

b)

d)

La competencia por nutrimentos: ElI Trichoderma harzianum al poseer un
comportamiento saprofitico, compite y coloniza de una forma acelerada los
desechos vegetales, generando elementos nutritivos que son utilizados por
el mismo, lo cual evita la instalacion de otro hongo.

La antibiosis: Los antibioticos volatiles tienen un efecto esencialmente
fungistatico debilitando al agente patégeno y haciéndolo mas sensible a los
antibiéticos solubles. El Trichoderma harzianum produce numerosos
antibiéticos como son: la trichodermina, la suzukacilina, la alameticina, la
dermadina, la penicilina, los trichotecenos, las trichorzianinas, entre otros.
El micoparasitismo: El Trichoderma harzianum manifiesta propiedades
parasitarias contra diversos hongos, produciendo alteraciones en las hifas
del parasito. Inicialmente realiza un reconocimiento y adherencia sobre la
pared del patégeno, luego promueve la hidrdlisis de las hifas y esclerocios
del patdogeno por medio de las enzimas producidas (xilasas, quitinasas,
pectinasas, glucanasas y glucosidasas, entre otras).

La estimulacion de defensas de la planta: Este hongo induce a la planta,
por medio de sustancias secretadas por el microorganismo a producir altos
niveles de fitoalexinas, de tal forma que el nivel téxico alcanzado evita que
otros hongos patdgenos se puedan establecer. Las fitoalexinas son

producidas en forma natural por la planta como respuesta a heridas.

2.6.3. Bacillus subtilis
El género pertenece a la divisién firmicutes, son bacilos aerobios y anaerobios

facultativos, gram positivos, producen endosporas con morfologia oval o cilindrica

que le permite resistir condiciones desfavorables en el ambiente, son moviles por

la presencia de flagelos laterales, son catalasa positiva, presentando hemolisis

variable y un crecimiento activo en un rango de pH entre 5.5 - 8.5 (Ibosa 2009).
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Esta bacteria benéfica es enemiga natural de muchas enfermedades y nematodos
entre ellas las que pertenecen a los géneros Rhyzoctonia, Pythium, Phytophthora,
Fusarium, Rhizopus, Mucor, Oidium, Botrytis, Colletotrichum, Erwinia,
Pseudomonas, Xanthomonas y muchos géneros mas. La actividad fungicida
segun Angeloni (2004) es:

a) Produccion de sideroforos: que son compuestos extracelulares de bajo
peso molecular con una elevada afinidad por el i6n hierro con lo que
previene la germinacién de las esporas de los hongos patdégenos.

b) La competencia frente a otros microorganismos patégenos, se da mediante
la secrecion de diversas sustancias que se producen cuando la bacteria
recibe los nutrientes presentes en la superficie de las raices de las plantas
gue induce la elaboracion de metabolitos secundarios con capacidad de
suprimir el crecimiento de hongos, oomicetos y bacterias fitopatégenos.

c) La actividad biocontroladora la ejerce mediante la produccion de
lipopéptidos ciclicos antibioticos (CLPS) entre los cuales se destacan el
surfactin y el Iturin A; sustancias que han demostrado amplio espectro de
accion sobre patdégenos de plantas.

d) Promotor de crecimiento: La bacteria al establecerse en el sistema radical
lo protege y estimula la absorcion de nutrientes.

e) Induccion a resistencia: Al instalarse en las raices y hojas induce a la planta
a producir fitoalexinas, que le dan resistencia a las plantas al ataque de
hongos, bacterias y nematodos patdégenos.

Ademas Bacillus subtilis tiene la capacidad de solubilizar el fosfato, asi como
en la promocion del crecimiento de las plantas e induciendo mayor rendimiento

de cultivos (Clements et al., 2002).

2.6.4. Extracto de quillay
La estructura basica de las saponinas de quillay, es el triterpeno acido quillaico

sustituido en la posicion C-3 con un trisacarido y en la posicion C-28 con un

34



oligosacarido, el cual a su vez, se encuentra unido a uno o dos grupos acil (Copaja
et al., 2003; Nord y Kenne., 2000).

Ademas de saponinas, en extractos de quillay se han identificado algunos
compuestos fendlicos, taninos, azlcares, proteinas y oxalato de calcio (San Martin
y Briones, 2000).

El principal mecanismo de accion que explicaria la accion fungicida de las
saponinas se basa en la habilidad de estos compuestos de formar complejos con
los esteroles de la membrana plasmatica y provocar la formacion de poros
transmembrana. De acuerdo a esto, se ha reportado que algunos glicoalcaloides
esteroidales interfieren con la integridad de la membrana plasmatica de hongos

mediante la extraccion de esteroles (Keukens et al., 1992).

El Extracto de quillay también es un surfactante que favorece la absorcién de
nutrientes por parte de la planta y el desarrollo de microfauna benigna, en especial
las micorrizas, que son gran aporte de nutrientes. Ademas la saponina es un
estimulante natural para el crecimiento de la planta y concentraciones de esta
saponina, son capaces de inhibir el crecimiento de los hongos Fusarium
culmorum, Fusarium solani, Cladosporium herbarum, Alternaria alternata y Botrytis
cinérea (Pavlik et al., 2000).

2.6.5. Extracto de Yucca schidigera
La planta de Yucca schidigera contiene dos compuestos quimicos, saponinas y

glicocomponentes, los cuales tiene aplicaciones agricolas que son relativamente

faciles de extraer (Aguirre, 2008).

El extracto de Yucca schidigera posee un alto contenido de saponinas esteroidales
(tensioactivos naturales), y al ser adicionado al suelo son capaces de inhibir el
crecimiento de hongos patogenos, tiene la capacidad de actuar sobre las células
de las raices, incrementando la absorcion de agua y nutrientes. Asimismo también

interactda con la microflora circundante, creando una rizésfera méas favorable para
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la planta. Mejora la penetracion del agua y fertilizantes especialmente en suelos
compactos o alcalinos, ademas de estimular el desarrollo de los microorganismos
de la rizésfera, aumentando asi la descomposicion de la materia organica,
modificando la estructura del suelo y dando a la planta mayor disponibilidad de
humedad y nutrientes y, en consecuencia, un mejor desarrollo de la misma
(Kaneda et al., 1987).

2.6.6. Té de composta
El t¢ de composta es un extracto acuoso de alta actividad biolégica que se

consigue por una fermentacion aerobica del compost o humus, el no oxigenar,
no permitira el desarrollo de microorganismos benéficos, e incluso una
condicion anaerdbica, puede producir ciertas sustancias nocivas para los
microorganismos del suelo o las plantas. Ademas, para estimular y favorecer el
crecimiento de los microorganismos en el té, se agregan fuentes de nutrientes,
como melaza, harina de pescado, extractos de algas marinas, polvo de roca,
acidos humicos, entre otros. Estos microorganismos realizan una serie de
funciones beneficiosas para el desarrollo de las plantas, consumen los alimentos
gue las plantas exudan, no dejando sustrato para el desarrollo de patdgenos,
ocupan los sitios de infeccion, incluso si hay presencia de microorganismos
fitopatbgenos estos no logran penetrar los tejidos, consumen microorganismos
fitopatogenos suprimiéndolos a niveles que no causan enfermedades,
producen componentes metabolitos que inhiben la actividad y crecimiento de
los microorganismos fitopatdgenos. Los nutrientes solubles en el té son alimento
para los microorganismos, permitiendo que crezcan mas rapido, sean mas
saludables y puedan suprimir enfermedades mas rapidamente. Los nutrientes
solubles del té alimentan a las plantas, disminuye la lixiviacion de nutrientes,
permite la desinfeccion del suelo y el agua, haciendo mas facil el crecimiento de

las plantas (Ingham 2003).
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1. MATERIALES Y METODOS

3.1. Descripcion del sitio experimental
El presente trabajo se realizé en Aguascalientes, Aguascalientes durante el ciclo

otofio-invierno del afio 2012 en el campo agricola del rancho medio kilo S. de P.R
de R.L en la tabla 222, destinada a investigacion y desarrollo ubicado bajo las
siguientes coordenadas geograficas 21° 59’ 48.28” norte 102° 15’ 49.85” oeste con
una altitud de 1893 msnm, el cual se establecié a campo abierto con un sistema
de riego por cintilla (Google Earth, 2013).

3.2. Descripcion del material vegetal empleado

Para la realizacidén de este trabajo se utilizé la variedad spiros v-886 de Madurez
relativa precoz, forma ovalada, color verde oscuro, cosecha otofio-invierno, DM 1,
2, 3,4y 5. Muy vigorosa (Spinacea oleracea) del lote 701726 de la casa comercial
BEJO LTD, con un porcentaje de germinacion del 90%. Esta variedad es una
planta vigorosa que alcanza hasta los 40 cm de altura y aproximadamente 150 -
250 hojas a lo largo de todo el ciclo (www.bejo.com .mx).

3.3. Procedimiento Experimental

3.3.1. Preparacion de suelo
Se preparé la superficie experimental con area total de 1200 m?, se realizaron dos

pasos rastra (con el fin de incorporar los residuos de la cosecha anterior de

coliflor) seguido de la eliminacion de terrones de forma manual.

3.3.2. Trazado de camas
Se trazaron a una separacion de 50 cm entre camas, con 50 cm de ancho. Se

prosiguié a incorporar pollinaza pelletizada a una cantidad de 30 gr-m? sumando

un total de 36 kg en toda la superficie experimental, esto se realizo abriendo el
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surco y colocandola de forma manual, después se cerr6 el surco. Finalmente se

realiz6 una nivelacién de las camas.

3.3.3. Siembra
La siembra fue directa y se realiz6 el dia 14 de agosto, a una densidad de un

millon de semillas por hectarea (100-m2) por medio de una sembradora de
precision marca John Deere con capacidad de 1kg/contenedor, permitiendo

sembrar 4 surcos simultaneamente.

3.3.4. Instalacién de cintillas
La instalacion del sistema de riego se realizé el dia 15 de agosto, colocando una

cintilla en la parte superior de cada cama, con goteros a 20 cm de distancia uno de

otro y con un gasto de agua de 1 Litro por hora a una presion de 9 PSI.

3.3.5. Fertilizacion del cultivo
La fertilizacion se realizd a través del sistema de riego cada 6 dias. Dependiendo

en la etapa que se encontrara el cultivo se utilizaron las cantidades y el elemento

necesario de cada fertilizante (Cuadro 3A).

3.3.6. Deshierbe
Esta practica se realizé de forma manual cada 15 dias.

3.3.7. Control de plagas
A los 50 DDS se mostro presencia de pulgon y diabrotica. Para esto se aplica

pestil out de forma foliar utilizando una mochila de ultra bajo volumen con las dosis

recomendadas (cuadro 4).
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Cuadro 4. Aplicacion de insecticida organico

Producto Dosis-ha Ingredientes activos Insecto Fecha de
aplicacion
PESTIL 2 l/ha Aceite de neem, Afidos, Mosca 2 de octubre
ouT Extractos frescos de  blanca, Acaros, del 2012

Allium spp, Acidos picudo, Larva,
grasos del tipo Diabrotica, Trips
Omega 3, Terpenos y Minadores.
citricos (D-limoneno):
Extracto de Yucca
schidigera.

3.3.8. Rasurado
Se realiz6 inmediatamente de cada corte, esta labor consta en la eliminacion

lateral de hojas y peciolos restantes por medio de un azadon. Esta actividad se

realiz para tener una mejor uniformidad en los cortes posteriores.

3.3.9. Cosecha
El dia 18 de octubre se realizd la primera cosecha, el 2 de noviembre se realizé la

segunda y el 21 de noviembre se realiz6 la tercera cosecha. Todos los cortes
fueron de forma manual (2-3 personas-corte).Los materiales que se utilizaron para
cosechas fueron: cajas de plastico de 20 kg, remolque para transportar, hoz para
cortar la espinaca, bascula para medir rendimiento, esta actividad consto de 6

horas-corte.

3.4. Tratamientos estudiados
Se utilizaron 10 tratamientos incluyendo al testigo, cada uno de ellos con tres

repeticiones (bloques) los tratamientos se muestran en el cuadro 5.
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Cuadro 5. Descripcion de tratamientos evaluados

Tratamient Nombre del | dient i Dosis-h
ratamiento producto ngrediente activo osis-ha
T-1 Testigo
T-2 Bactiva Trichoderma harzianum, 1.5Kg
Bacillus subtilis
T-3 Biorend Acetato de quitosano 5L
T-4 QL Agri Extracto de quillay 25L
T-5 Serenade Bacillus subtilis 5L
T-6 Biorend Acetato de quitosano 5L
+
Bactiva Trichoderma harzianum, 1.5 Kg
Bacillus subtilis
T-7 Te de Algas marinas, Beauveria 80L
composta bassiana, Trichoderma
harzianum.
T-8 Biorend Acetato de quitosano 5L
+
Serenade Bacillus subtilis 5L
T-9 PHC T-22 Trichoderma harzianum 0.5Kg
+
PHC Yuccah Extracto de Yucca 2L
schidigera
T-10 Natucontrol Trichoderma harzianum 0.5 KG

3.5. Frecuencia de aplicaciones de los tratamientos
La frecuencia de las aplicaciones fue variable, dependiendo de las

recomendaciones de los proveedores con respecto al producto a manejar. Dichas
aplicaciones se hicieron al drench, con sus respectivas dosis en intervalos de 8

dias hasta 27 dias en algunos casos (Cuadro 6A).
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3.6. Variables Evaluadas

3.6.1. Nimero de plantas sanas por m?.
Esta variable es una de las mas importantes en la investigacion, se utiliz6 un

contador manual marca felco, ya que nuestro principal objetivo es ver la
supervivencia de las plantas desde la siembra hasta la ultima cosecha para medir

la efectividad de los productos.

Los conteos se realizaron 15 DDS, 30 DDS, después del primer corte, después del

segundo corte y finalmente se realizd un quinto conteo después del tercer corte.

3.6.2. Rendimiento-corte-ha
Esta variable se midié en cada corte, a lo largo del ciclo del cultivo se realizaron

tres cortes y estos datos se sumaron para obtener los rendimientos totales por
hectarea. Para pesar se utilizO una bascula colgante maraca Tor Rey con
capacidad de 30 kg, con abrazaderas para cajas plasticas de 20 kg (mismo que se

utilizé para cosecha).

3.7. Disefio estadistico
El disefio estadistico utilizado para realizar los andlisis y resultados del

experimento fue blogues al azar con la prueba comparacién de medias de Tukey
al 0.05.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Para cumplir los objetivos planteados en este trabajo de investigacion y la
comprobaciéon de la hipotesis, este apartado incluye todos los resultados y asi
mismo la discusion del analisis de varianza (ANVA) de las diferentes variables

evaluadas.

4.1. Plantas sanas por m?
El analisis estadistico de esta variable evaluada mostro diferencia altamente

significativa para tratamientos (Pr>F=0.0001), ya que para bloques no existe
diferencia significativa (Pr>F=0.5925). Por lo que para tratamientos se realizé una
prueba de Tukey al 0.05 en la cual el T9 fue el mejor tratamiento (figural), donde
se obtuvo un promedio de 76.9 pts-m? correspondiente a la aplicacién de los
productos PHC T-22 + PHC Yuccah, podemos afirmar que la combinaciéon de
estos dos productos, tuvo una mejor respuesta en el control de enfermedades
radiculares ya que las propiedades de la Yucca schidigera ademas de contener
saponinas esteroidales, que estas son capaces de inhibir el crecimiento de
hongos patégenos (Armah et al., 1999) funciona como descompactador y al
mantener el suelo siempre con disponibilidad de humedad (Aguirre, 2008) tuvieron
un efecto positivo, dando a Trichoderma harzianum una mayor oxigenacion y las
condiciones necesarias para su reproduccion, de esta manera tener una rapida
accion y desplazamiento para contrarrestar a los hongos fitopatogenos mediante
antibiosis, micoparasitismo y estimulando las defensas de las plantas mediante la

produccion de fitoalexinas (Durén et al. 2003).

El T7 fue uno de los tratamientos que tuvo una menor cantidad de plantas sanas
con un promedio de 58.3 pts-m?, este tratamiento corresponde a la aplicacion del
té de composta, estadisticamente es igual al T1 que corresponde al testigo con un
promedio 58.5 pts-m? esto se debe principalmente porque al traslado del té de
composta se taparon los contenedores y asi se mantuvieron hasta su aplicacion,

ya que el té de compost se obtiene por una fermentacién aerdbica el no
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oxigenar, no permitir4 el desarrollo de microorganismos benéficos e incluso una
condicion anaerdbica, puede producir ciertas sustancias nocivas para los

microorganismos del suelo o las planta (Ingham, 2003).
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Figura 1.- Namero de plantas sanas por m? de superficie.

*Medias con letra distinta, son estadisticamente diferentes, de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

4.2. Rendimiento-corte-ha™

El andlisis estadistico de esta variable evaluada mostro diferencia altamente
significativa para tratamientos (Pr>F=0.0001), ya que para bloques no existe
diferencia significativa (Pr>F=0.3846). Por lo que para tratamientos se realizé una
prueba de Tukey al 0.05 en la cual el T9 que es el mejor tratamiento (figura 2) con
un rendimiento promedio de 25.89 t-corte-ha™ corresponde a la combinacion de
los productos PHC T-22 + PHC Yuca, esto demuestra el sinergismo de los
ingredientes activos ya que Trichoderma harzianum estimula el crecimiento y
desarrollo de las plantas, también tiene la capacidad de solubilizar algunos

nutrientes minerales como zinc y fosforo facilitando su asimilacion (Eposito y Da
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Silva, 1998), trabajando conjuntamente con Yucca schidigera que tiene la funcién
de incrementar la absorcion de agua y de nutrientes (Aguirre, 2008), fue factor
para que este tratamiento tuviera un mejor rendimiento, dejando al testigo con
rendimientos méas bajos con un promedio de 18.78 t-corte-ha™ y una diferencia de

27.47% entre estos dos tratamientos.

El TS5 es el segundo mejor tratamiento con un rendimiento promedio de 24.81
t-corte-ha™. Corresponde a la aplicacion del producto Serenade el cual tiene como
ingrediente activo a Bacillus subtilis, esta bacteria en el control de plantas sanas
no fue el mejor tratamiento pero para esta variable muestra diferencia altamente
significativa respecto al testigo con un 24.31% de diferencia, esto se debe
principalmente a las funciones de solubilizar el fosfato, asi como ayudando en la
promocién del crecimiento de las plantas e induciendo mayor rendimiento de
cultivos (Clements et al., 2002).
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Figura 2.- Rendimiento de espinaca por corte-ha™.

*Medias con letra distinta, son estadisticamente diferentes, de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).
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V. CONCLUSIONES

Mediante la realizacién de esta investigacion se concluye que la utilizacion de
biofungicidas a base de microorganismos benéficos, extractos de plantas, te de
composta y quitosan afecta en diferentes medios a contrarrestar la propagacion de
hongos patdgenos que provocan enfermedades radiculares en el cultivo de

espinaca.

La aplicacion de hongos del género Trichoderma y de bacterias del género
Bacillus ademas de tener un efecto biofungicida se pudo observar que también
proporciona algunos beneficios en cuanto a la fertilizacion, ya que se vio reflejada
en el rendimiento del cultivo de espinaca. Obteniendo un aumento de 7.11

t-corte-ha™ con respecto al testigo.

La combinacion de los productos PHC T-22 + PHC Yuccah, los cuales contienen
como ingrediente activo a Trichoderma harzianum y Yucca schidigera
respectivamente, se obtuvo un mayor ndmero de plantas sanas y produjo el mayor

rendimiento de espinaca.
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VIl. APENDICE

Cuadro 3A. Fertilizacién-ha™ en el cultivo de espinaca.

Sulf . ilr%r Sulfa Nitra
DD Sufonit 20 52 de 109 10 pegen [radec Tradec peran
S ratokg Me 34 pota pota de soil kg orp Az orp Zn kg
g kg sio sio  Calc kg kg
kg kg kg iokg

0

1 0 8 0.7

6 10 10 0.5 2
12 20 10 0.5

18 40 20 10 0.7

24 40 20 10 1 0.5

30 50 20 10 10

36 50 20 10 10 0.5

42 60 30 10 10

48 60 30 10 10 07

54 60 30 10 20 1

60 60 30 10 20

Despué
s de 1%
y 2do
corte

66 30 10 5 10 1 L )
72 40 10 10

78 40 10 10 10 07

84 50 20 10 10

90 50 20 10 10
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Cuadro 6A. Frecuencia de aplicacion de los tratamientos estudiados.

Tratamiento Nombre Dosis-ha Dias de Forma de
comercial intervalo aplicacion
T-1 Testigo
T-2 Bactiva 1.5kg 21 drench
T-3 Biorend 51 21 drench
T-4 Qlagri 251 21 drench
T-5 Serenade 51 21 drench
T-6 Biorend + 51+ 27 drench
Bactiva 1.5 kg 21
T-7 Te de composta 80 | 8 drench
T-8 Biorend + 51+ 21 drench
Serenade 51 21
T-9 PHC T-22 + 0.5kg + 25 drench
PHC Yuccah 21 15
T-10 Natucontrol 0.5 kg 25 drench
Cuadro 7A. Andlisis de varianza plantas sanas por m?.
Fuente GL Suma de Cuadrados Valor F Pr>F
cuadrados medios
TRATAMIENTO 9 831.6610533 92.4067837 260.64 <.0001
REPT 0.3821267 0.1910633 0.54 0.5925
ERROR 18 6.3816067 0.3545337
TOTAL 29 838.4247867
CV0.9%
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Cuadro 8A. Andlisis de varianza rendimiento por corte-ha™.

Fuente GL Suma de Cuadrados Valor F Pr>F
cuadrados medios
TRATAMIENTO 9 103.9296300 11.5477367 98.76 <.0001
REPT 2 0.2357267 0.1178633 1.01 0.3846
ERROR 18 2.1047400 0.1169300
TOTAL 29 106.2700967
CV15%

Cuadro 9A. Comparacion de valores medios plantas sanas por m?.

Tratamientos  pts-m? Nivel de significancia
T1 58.5567 F
T2 68.6233 B
T3 61.8900 E
T4 61.4467 E
T5 60.9767 E
T6 66.1800 C
T7 58.2900 F
T8 65.2900 DC
T9 76.9433 A

T10 63.9300 D
CVv 0.9 %
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Cuadro 10A. Comparacion de valores medios rendimiento por corte-ha™.

Tratamiento t-corte-ha™ Nivel de significancia

T1 18.7800 E
T2 22.0533 D
T3 23.1700 C
T4 21.3300 D
T5 24.8100 B
T6 23.0667 C
T7 21.8067 D
T8 23.3400 C
T9 25.8900 A
T10 21.7567 D

CVv 1.5%




