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RESUMEN

La pudricion blanda de la papa causada por Sclerotium rolfsii ha provocado
pérdidas de hasta un 20 % en Sonora y Sinaloa. Los productores recurren al uso de
fungicidas sintéticos como principal herramienta para el manejo de esta y otras
enfermedades fungosas. Como estrategias para el manejo adecuado de la pudricion
blanda se han utilizado combinaciones de estrategias en otras regiones productoras
de papa en el mundo, donde sobresale el uso de especies de Trichoderma. Por lo
anterior, en la presente investigacion, en una primera etapa se determing la efectividad
biologica in vitro de 16 aislados de Trichoderma asperellum, cinco de T. asperelloides,
cuatro de T. afroharzianum y uno de T. azevedoi. Dichas especies mostraron inhibicion
del crecimiento micelial, el cual varié de 21.0 a 75.4 %y 23.6 a 77.1 % en los aislados
Scrd y Scrl7 de S. rolfsii, de forma respectiva. Con respecto a las interacciones hifales
e inhibicién de S. rolfsii mediante metabolitos volatiles se encontré6 que las especies
de Trichoderma causaron vacuolizacién, granulacion, enrollamiento, adhesion, lisis y
penetracion en el aislado Scr4 de S. rolfsii, mientras que la inhibicién de los metabolitos
volatiles producidos por las mismas especies de Trichoderma spp., inhibieron el
crecimiento micelial del mismo aislado de S. rolfsii de 26.0 a 81.4 %. En la segunda
etapa se determiné la efectividad biol6gica in vitro de nueve fungicidas contra S. rolfsii
a las concentraciones de 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 ppm. Los fungicidas Propineb,
Tifluzamida y Propiconazol fueron los mas eficaces en la inhibicién del crecimiento
micelial del patégeno. También se determiné la sensibilidad in vitro de Trichoderma
azevedoi, T. afroharzianum, T. asperellum y T. asperelloides a 10 fungicidas en las
concentraciones de 100, 500, 1000 y 2000 ppm, donde Propineb y Tifluzamida
mostraron el menor efecto inhibitorio, aunque con una respuesta diferencial a los
fungicidas en sus respectivas concentraciones. En la tercera etapa, se evaluo el efecto
de los siguientes tratamientos sobre la incidencia, severidad de la enfermedad y
rendimiento del cultivo de papa en campo: a) el uso de T. azevedoi, T. afroharzianum,
T. asperellum y T. asperelloides en combinacion con fungicidas sintéticos, b) uso de
las especies de Trichoderma solas y ¢) uso de fungicidas sintéticos solos, los cuales
se aplicaron en diferentes etapas fenoldgicas del cultivo. Las parcelas donde se
aplicaron las cuatro especies de Trichoderma mostraron la menor incidencia,
severidad de la enfermedad y mayor rendimiento del cultivo, seguido por el tratamiento
constituido por la mezcla de las cuatro especies de Trichoderma + fungicidas sintéticos
y por ultimo el uso de fungicidas sintéticos. Ademas, se evalud la susceptibilidad de
seis variedades de papa en laboratorio, cinco variedades en invernadero y ocho
variedades en campo. Todas las variedades de papa resultaron susceptibles al hongo
en camara humeda e invernadero, sin embargo, la variedad Fianna mostré la menor
susceptibilidad, mientras que en campo las variedades Atlantic, FL1867, FL1869,
Alpha y Vivaldi fueron las menos susceptibles. Los resultados de la presente
investigacion son relevantes debido a que la aplicacién de las cuatro especies de
Trichoderma en diferentes etapas fenologicas del cultivo fue el mejor tratamiento para
el manejo de la pudricion blanda de la papa en campo en comparacién con la
aplicacion de fungicidas sintéticos. Por lo anterior, dicha estrategia ayudara a disminuir
los costos de produccion, a mejorar la calidad y rendimiento de las cosechas de esta
hortaliza y a disminuir la emision de los contaminantes sintéticos al ambiente.
Palabras claves: micelio, antagonismo, produccion, calidad.



ABSTRACT

Soft rot of potato caused by Sclerotium rolfsii has caused losses of up to 20% in Sonora
and Sinaloa. Producers resort to the use of synthetic fungicides as the main tool for the
management of this and other fungal diseases. Combinations of strategies have been
used as strategies for the proper management of soft rot in other potato producing
regions of the world, where the use of Trichoderma species stands out. Therefore, in
the present investigation, in a first stage, the in vitro biological effectiveness of 16
Trichoderma asperellum isolates, five T. asperelloides, four T. afroharzianum and one
T. azevedoi was determined. These species showed inhibition of mycelial growth,
which varied from 21.0 to 75.4% and 23.6 to 77.1% in S. rolfsii isolates Scr4 and Scrl7,
respectively. Regarding hyphal interactions and inhibition of S. rolfsii by volatile
metabolites, it was found that Trichoderma species caused vacuolization, granulation,
rolling, adhesion, lysis and penetration in the S. rolfsii isolate Scr4, while the inhibition
of volatile metabolites produced by the same Trichoderma spp. species inhibited the
mycelial growth of the same S. rolfsii isolate by 26.0 to 81.4 %. In the second stage,
the in vitro biological effectiveness of nine fungicides against S. rolfsii was carried out
at concentrations of 0.01, 0.1, 1, 10 and 100 ppm. The fungicides Propineb,
Thifluzamide and Propiconazole were the most effective in inhibiting the mycelial
growth of the pathogen. The in vitro sensitivity of Trichoderma azevedoi, T.
afroharzianum, T. asperellum and T. asperelloides to 10 fungicides at concentrations
of 100, 500, 1000 and 2000 ppm is also considered, where Propineb and Thifluzamide
showed the lowest inhibitory effect, although with a differential response to the
fungicides at their respective concentrations. In the third stage, the effect of the
following treatments on the incidence, severity of the disease and yield of the potato
crop in the field was evaluated: a) the use of T. azevedoi, T. afroharzianum, T.
asperellum and T. asperelloides in combination with synthetic fungicides, b) use of
Trichoderma species alone and c) use of synthetic fungicides alone, which are applied
at different phenological stages of the crop. The plots where the four species of
Trichoderma were applied showed the lowest incidence, severity of the disease and
highest crop vyield, followed by the treatment consisting of the mixture of the four
species of Trichoderma + synthetic fungicides and finally the use of synthetic
fungicides. In addition, the susceptibility of six potato varieties was evaluated in the
laboratory, five varieties in the greenhouse and eight varieties in the field. All potato
varieties were susceptible to the fungus in a humid chamber and greenhouse, however,
the Fianna variety showed the lowest susceptibility, while in the field the Atlantic,
FL1867, FL1869, Alpha and Vivaldi varieties were the least susceptible. The results of
this research are relevant because the application of the four species of Trichoderma
at different phenological stages of the crop was the best treatment for the management
of soft rot of potatoes in the field compared to the application of synthetic fungicides.
Therefore, this strategy will help reduce production costs, improve the quality and yield
of this vegetable's crops, and reduce the emission of synthetic pollutants into the
environment.

Keywords: Mycelium, antagonism, production, quality
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y REVISION DE LITERATURA

1.1. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum) es una hortaliza originaria del sur de los Andes
(Lujan-Claure, 1996). El cultivo ocupa el sexto lugar en cuanto a produccion mundial
con 470,409,159 t, obtenidas de 23,514,508 ha, donde China, India, Ucrania, Rusia y
Estados Unidos son los principales productores de esta hortaliza (FAO, 2022). México
ocupa el lugar 33 con una produccion anual de 1,986,1981 t, donde Sonora y Sinaloa
son los principales productores con 533,544 ty 403,922 t anuales, de forma respectiva,
lo que representa el 49.9 % de la produccidn nacional, con un valor de produccion de
17,426,448,880 (SIAP, 2023).

El cultivo es afectado por factores bidticos y abioticos, donde sobresalen el clima,
fertilizacion, riegos, nematodos, bacterias, virus, hongos, entre otros (Caldiz et al.,
1999). La produccion y calidad de la papa es afectada por Sclerotium rolfsii, este hongo
afecta alrededor de 500 especies vegetales agrupadas en 100 familias, donde se
incluye al tomate (Solanum lycopersicum), pepino (Cucumis sativus), cacahuate
(Arachis hypogaea), papa, entre otros (Kator et al., 2015; Roca et al., 2016; Nandi et
al., 2017; Kumar et al., 2018; Paparu et al., 2020; Singh et al., 2021; Meena et al.,
2023). La pudricién blanda de tubérculos de papa merma la produccion hasta en un
60 % (Haque y Khan, 1977). El hongo se desarrolla con mayor facilidad sobre rastrojos
y plantas que se encuentran en suelo arcilloso o arenoso, su crecimiento es favorecido
cuando las temperaturas oscilan entre los 15 a 35 °C y el contenido de agua en el
suelo debe superar el 30 % (Garibaldi et al., 2007; Dwivedi y Ganesh, 2016; Kumar et
al., 2017; Dong et al., 2022).

El hongo tiene habitos saprofiticos y se encuentra en las regiones tropicales y
subtropicales donde se produce esta hortaliza en el mundo; el patogeno limita la
produccion y calidad de las cosechas; los dafios dependen de las condiciones
ambientales y susceptibilidad de las variedades vegetales utilizadas (Dwivedi y
Ganesh, 2016; Rubayet y Bhuiyan, 2016). En campo, el hongo produce micelio blanco

en forma de abanico sobre la base del tallo y superficie del suelo, conforme este



madura se forman los esclerocios, los cuales son de forma esférica de color blanco a
café, llegan a medir entre 0.5 - 2.0 mm; estas estructuras de resistencia del hongo le
ayudan a mantenerse viable en el suelo durante varios afos. Los esclerocios son
dispersados por medio del viento, agua, maquinaria, residuos vegetales, suelo y
animales (Garibaldi et al., 2007; Kator et al., 2015; Roca et al., 2016).

En campo, se utilizan diferentes estrategias agrondmicas para el manejo de la
enfermedad, entre ellas sobresalen el control cultural, quimico y biol6gico; esto ha
garantizado la disminucion de los dafios causados por el hongo en los cultivos de frijol,
cacahuate y papa (Rubayet y Bhuiyan, 2016). En el caso del control quimico, se han
evaluado distintas moléculas a diferentes concentraciones de fungicidas para el control
de la enfermedad (Das et al., 2014; Suneeta et al., 2017; Yajun et al., 2018; Shirsole
et al., 2019; Sekhar et al., 2020). Por otro lado, se han evaluado diferentes agentes de
control bioldgicos como Bacillus spp., Pseudomonas spp., Streptomyces spp. y
Trichoderma spp., siendo este ultimo uno de los mas utilizados (Archana et al., 2020;
Hernandez et al., 2016; Abo et al., 2021; Martinez et al., 2021).

Por lo anterior, en México se requieren de estudios sustentados sobre el manejo
de la enfermedad en campo; por esto, el presente proyecto tiene como objetivo
investigar aspectos del manejo de la pudricion blanda de la papa causada por
Sclerotium rolfsii, lo que permitira disminuir el indculo primario del hongo con diferentes
enfoques agronomicos, donde predomine el uso de variedades de papa menos
susceptibles a la enfermedad y el uso de productos con base en Trichoderma
tolerantes a fungicidas sintéticos. Esto permitird mejorar la calidad e incrementar la
produccion de los tubérculos cosechados, asi como disminuir el uso de fungicidas

sintéticos.



1.2. REVISION DE LITERATURA

1.2.1. Historia y origen del cultivo de papa

La papa es originaria de las zonas andinas, especificamente entre los paises de
Bolivia y Peru; cerca del lago Titicaca. Las comunidades Andinas fueron las que se
encargaron de cultivar las diferentes variedades de papa silvestres. En Pera se inicio
la industrializacion del tubérculo, donde las empresas americanas se encargaron de
producir papas secas. En los paises de México, Guatemala, Ecuador y Chile, se

encuentran el centro de origen de subespecie tuberosum (Inostroza et al., 2009).
1.2.2. Ubicacion taxonémica de la papa

La papa pertenece a la familia Solanaceae donde las especies cultivadas son

tetraploides que pertenecen a la especie Solanum tuberosum L (cuadro 1-1).

Cuadro 1-1. Clasificacién taxondémica de la papa

Super reino Eucariota

Reino Viridiplantae

Filum Streptophyta

Orden Solanales

Familia Solanaceae

Genero Solanum

Especie Solanum tuberosum

Fuente (NCBI, 2024).
1.2.3. Descripcion botanica de la papa

La planta de papa es una herbacea anual de tallo rastrero, semierecto o erecto,
con tallos gruesos y lefilosos, huecos, con nudos densos, estos son de color verde, rojo
0 purpura. Las hojas son compuestas, estas presentan tres a cuatro pares de foliolos,
las hojas distribuyen en forma alterna a lo largo del tallo. Las flores son de color blanco,
purpura o en ocasiones rosado; el fruto donde se encuentra la semilla botanica es una

baya verde. Las raices presentan un engrosamiento donde se forman los tubérculos y

3



se almacenan las reservas de la planta (Figura 1-1) (Pumisacho y Sherwood, 2002;
Roman y Hurtado, 2002; Inostroza et al., 2009).

Inflorescencia

Estolon

Tubérculo

Figura 1-1. Anatomia de una planta de papa (Pumisacho y Sherwood, 2002).
1.2.4. Importancia de la papa

El cultivo de la papa se ubica en el cuarto lugar en el mundo de acuerdo con su
produccién; el tubérculo es consumido por su alto valor energético y nutricional, por
cada 135 g de papa, 27 g son de carbohidratos, 3.2 g de proteinas, 2.1 g de fibras,
0.17 g de grasas, 0.6 mg de vitaminas B y 0.5 mg de vitaminas C (FAO, 2008; Mufioz
2014). Por otro lado, el cultivo de papa tiene importancia econémica y social, ya que,
desde la preparacion de terreno hasta la comercializacion de ésta se demandan una

gran cantidad de jornales (Coleman et al., 2001).
1.2.5. Superficie y produccion de la papa

La produccion mundial de papa se aproxima a 470 millones de t, donde China
encabeza la lista de paises productores con 94 millones de t, seguido de India, Ucrania,
Estados Unidos y Rusia con 54 millones, 21 millones y 18 millones de t, de manera
respectiva (FAO, 2022).

En México se establecieron 62,440 ha y de las cuales se obtuvieron 1,986,198 t en el

afo 2023; esta produccion satisface la demanda de consumo nacional. En México, la
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mayor produccion se obtiene de los valles donde se cuenta con sistema de riego, con
la agricultura mas tecnificada; en estas regiones se establecen alrededor de 41,408
ha; la segunda region la representan los valles altos, donde el cultivo se establece en
condiciones de temporal y se establecen 21,032 ha en el afio. Los Estados con mayor
produccion nacional son Sonora, Sinaloa, Estado de México, Veracruz, Puebla y
Nuevo Leon, donde se producen 1,596,961 t, esto representa el 80 % de la produccion

anual de papa nacional (SIAP, 2023).
1.2.6. Variedades de papa establecidas en México

En México existen diversas variedades de papas comerciales, las cuales son
utilizadas en la industria de la fritura y el consumo en fresco; la variedad mas
importante es la Fianna, ya que esta es la que mayor superficie se establece en el afio;
otras variedades importantes son: Agata, Atlantic, Alpha, Cesar, FL1867, Orquesta,

Vilvaldi, Mundial, entre otras (Luque Sainz, 2011).
1.2.7. Comercializacion

La comercializacién nacional de la papa esta en funcién de la organizacién de
productores de papa, la region productora, el tamafio de las unidades de produccion,
asi como la infraestructura de almacenaje. Los productores de papa de Sonora y
Sinaloa cuentan con las mejores experiencias de comercializacion, ya que cumplen

con las caracteristicas descritas (Luque Sainz, 2011).
1.2.8. Condiciones climéaticas y edéficos favorables para el cultivo de papa

Las plantas de papa requieren temperaturas entre 20 a 25 °C durante el dia y durante
la noche las temperaturas adecuadas son entre los 8 y 13 °C para el adecuado
crecimiento de los tubérculos. Para el crecimiento Optimo de las plantas y los
tubérculos es necesario una variacion de 10 °C entre las temperaturas diurnas y
nocturnas (Pourrut, 1998). La luz es un factor importante en la produccion de
carbohidratos, ya que influye en la fotosintesis; durante dicho proceso se producen los
carbohidratos que se almacenan en los tubérculos (Roman y Hurtado, 2002; Molina et
al., 2004).



El agua es esencial para la absorcién de nutrientes, lo que repercute en el crecimiento
y produccion de la papa. El exceso de humedad en el suelo afecta en el intercambio
gaseoso e induce condiciones anaerdbicas, lo que es favorable para el desarrollo de
enfermedades; por otro lado, la carencia de agua en el suelo produce deficiencias
nutricionales y marchitez, lo que repercute en el desarrollo y produccion de la papa
(Rubio et al., 2000). Para el desarrollo 6ptimo del tubérculo se requiere que el suelo
presente entre un 60 y 80 % de humedad (Egusquiza, 2000; Molina et al., 2004). Con
respecto al suelo, es esencial que éste tenga buen drenaje para el desarrollo de las
plantas y los tubérculos; los suelos arcillosos, arenosos y limosos, con textura liviana
y ricos en materia organica son los que permiten una buena penetracion de las raices
y un crecimiento uniforme de los tubérculos. Suelos con pH entre 5.5 a 6.5 son los
ideales para que la planta de papa absorba mejor sus nutrientes (Rubio et al., 2000;
Molina et al., 2004).

1.2.9. Principales hongos fitopatdgenos que afectan a la papa

Los hongos fitopatbgenos son uno de los principales agentes causales de
enfermedades, éstos provocan pérdidas importantes en el cultivo de papa. A
continuacion, se nombran algunas de las enfermedades mas importantes que afectan
a la planta: tizén temprano (Alternaria solani), pudricién seca o marchitez de la planta
(Fusarium spp.), marchitez de la papa (Verticillum dahliae), sarna plateada
(Helminthosporium solani), costra negra (Rhizoctonia solani), el pafio de la papa
(Colletotrichum coccodes), moho blanco (Sclerotinia sclerotiorum) y la pudricion blanda
(Sclerotium rolfsii). Todos estos hongos afectan la calidad y el rendimiento de esta
hortaliza (Johnson y Dung, 2010; Atkinson et al., 2011; Roca et al., 2016; Azil et al.,
2021; Linyu et al., 2022; Félix et al., 2024).

1.2.10. Generalidades de Sclerotium rolfsii

Sclerotium rolfsii esta ubicado en la familia Atheliaceae, cuyo teleomorfo es
Athelia rolfsii (Cuadro 1-2). El hongo produce micelio blanco en forma de abanico, sus
hifas son septadas, hialinas de pared celular delgada; S. rolfsii produce hifas primarias
con un diametro de hasta 8 ym y con conexiones (fibula), las que dan lugar a las hifas

secundarias y terciarias cuyo diametro varia de 2.4 a 5.0 ym (Xu et al., 2008). Los
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esclerocios se forman por la aglomeracién del micelio, los cuales varian de 0.5 a 1.5
mm de diametro; éstos son esféricos de color blanco, y cuando éstos maduran se

tornan color marrén oscuro (Figura 1-2) (Néjera et al., 2018).

Cuadro 1-2. Clasificacion taxondmica de Sclerotium rolfsii

Super reino Eucariota

Reino Fungi

Filum Basidiomycota

Clase Agaricomycetes

Orden Amylocorticiales

Familia Amylocorticiaceae

Genero Agroathelia

Especie Agroathelia rolfsii (S. rolfsii)

Fuente (NCBI, 2024).

Figura 1-2. Morfologia colonial de Sclerotium rolfsii

Sclerotium rolfsii es un hongo polifago que se encuentra en suelos de las zonas
tropicales y subtropicales del mundo, donde se presentan temperaturas calidas y alta
humedad de éstos (Roca et al., 2016; Nandi et al., 2017). Los esclerocios son fuente
de inoculo primario para el desarrollo de la enfermedad; cuando se presentan las
condiciones ambientales favorables para la germinacion de los esclerocios, éstos



producen hifas que penetran el tejido de las plantas como la corona, raices, bulbos,
frutos u hojas. Previo a la penetracion del tejido, el hongo produce acido oxalico y
celulasa, lo que causa la muerte del tejido vegetal; los primeros sintomas y signos se
observan alrededor de cuatro dias después de la infeccion con el desarrollo de micelio
blanco en forma de abanico sobre la base del tallo y superficie del suelo, donde se
forman los esclerocios, éstos son dispersados por medio del viento, agua, maquinaria,
residuos vegetales, suelo y animales (Garibaldi et al., 2007; Kator et al., 2015; Roca et
al., 2016). En su fase sexual A. rolfsii produce basidiosporas, lo cual ayuda a producir

ciclos secundarios de la enfermedad (Figura 1-3) (Aycock, 1966).

/_» Germinacién de esclerocios

De 25°Ca 35°C

Infeccion
Pudricion de
tubérculos, base de
tallos y cuellos de

/"‘j‘- : : raiz
'\__/ @ ‘ . l .

Formacion de
basididsporas a través
de células hifales.

Ciclo secundar©

Dispersion
Esclerocios por

practicas sobre el
suelo o por
material infectado.

Supervivencia

Puede persistir en forma \;

esclerocios o micelio activo El micelio y esclerocios aparecen sobre los

sobre restos vegetales. tejides infectados o en la superficie del
suelo.

Colonizacidn

Figura 1-3. Ciclo de vida de Sclerotium rolfsii en planta de papa (Pérez-Buelna 2023)

Este hongo afecta a mas de 500 especies vegetales pertenecientes a 100 familias
de plantas dicotiledoneas y monocotileddneas; algunas especies susceptibles al hongo
son frijol, alfalfa, algodon, arroz, platano, cafla de azucar, melon, pepino, chile,
zanahoria, soya, papa, entre otros (Dwivedi y Prasad, 2016; Roca et al., 2016; Nandi
et al., 2017).

1.2.11 Métodos de control de Sclerotium rolfsii

S. rolfsii es dificil de controlar debido a su habito saprofitico, rango de

hospedantes y a la formacion de esclerocios, los cuales permanecen viables en el

8



suelo por varios afos. Para su manejo se han utilizado diversos productos quimicos,
practicas culturales, control biolégico o combinaciones de estas medidas de control
(Ramirez, 1998).

1.2.11.1. Control cultural

Para el control cultural de la pudricion blanda se consideran distintos factores
como lo son: el tipo de suelo del cultivo, variedad a utilizar, fertilizacion, frecuencia de
riego, abonos verdes, exposicion solar, labranza, fechas de siembra, etc. (Pino,1989;
Montealegre y Henriquez, 1990, Rubayet et al., 2018). La rotacion del cultivo es una
practica agronémica que ayuda a reducir la enfermedad debido a la ausencia del

hospedante para el patdogeno (Rodriguez et al., 1991).
1.2.11.2. Control quimico

Los fungicidas sintéticos son sustancias que utiliza el agricultor en sus cultivos
con el propoésito de eliminar o prevenir el crecimiento de hongos. Estudios realizados
por Pérez-Moreno et al. (2009) evaluaron el efecto inhibitorio in vitro de cinco
fungicidas: Tebuconazol (1.25 g.i.a./L), Tiabendazol y TCMTB (4.0 g.i.a./L),
Procimidone e Iprodione (3.33 g.i.a./L) contra cinco aislados de S. rolfsii provenientes
de tres localidades de Guanajuato, uno de Colima y uno de Morelos en México. Como
resultado se obtuvo poca variabilidad en la inhibicion de los fungicidas; Tebuconazol y
TCMTB inhibieron el crecimiento micelial del patégeno.

Shirsole y colaboradores en el 2019, evaluaron la eficacia in vitro de cuatro
fungicidas sistémicos (Carbendazim 50% WP, Tricyclozol 75% WP, Hexaconazol 5 %
EC Propiconazol 25% EC, Azoxystrobin 35 % EC, Benomilo 50% WP y Tiofanato
metilico 70 % WP); cuatro no sistémicos (Mancozeb 75 % WP, Thiram 75 % WS,
Oxicloruro de cobre 50WP y Propineb 70 % WP) y seis mezclas (Metalaxyl 8% +
Mancozeb 64 %, Tebuconazol 50 %-+Trifloxystrobin 25 % WG, Captan 70
%+Hexaconazol 5 % WP, Propiconazol 13.9 % + Difenoconazol 13.9 %, Carboxin 37.5
% + Thiram 37.5 % y Carbendazim 12 % + Mancozeb 63 % WP) a diferentes
concentraciones: 20, 50, 100, 200 y 500 ppm contra S. rolfsii in vitro, por otro lado,
estos mismos fungicidas se evaluaron en el tratamiento de semilla en invernadero. En

el ensayo in vitro se concluyé que Hexaconazol 5 % EC, Propiconazol 25 % EC y
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productos combinados Tebuconazol 50 % + Trifloxistrobin 25 % WG, Captan 70 % +
Hexaconazol 5 % WP, Propiconazol 13 % + Difenoconazol y Carboxin 37,5 % + Thiram
37.5 % mostraron en todas las concentraciones una inhibicion del 100 % del patégeno.
Sin embargo, los fungicidas Mancozeb 75 % WP, Thiram 75 % WS y Propineb 70 %
WP inhibieron solo en la concentracion 100 ppm. Por otra parte, los resultados

obtenidos en el experimento con tratamiento en la semilla fueron similares.
1.2.11.3. Control biolégico

El control biologico de los fitopatdgenos se basa en la reduccion de la actividad
de éstos mediante la aplicacion masiva de uno 0 mas microorganismos antagonistas
(Cook y Baker, 1983). Entre los agentes de control biologico utilizados para el manejo
de la pudricion blanda se encuentran: Bacillus spp., Pseudomonas spp., Streptomyces
spp. y diferentes especies de Trichoderma spp. (Hernandez et al., 2016; Archana et
al., 2020; Abo et al., 2021; Martinez et al., 2021). Las diferentes especies del género
Trichoderma son los agentes de biocontrol mas utilizados en la agricultura debido a su
gran eficacia contra una variedad significativa de fitopatégenos (Chet,1987). Entre las
especies mas utilizadas para control biol6gico se encuentran T. atroviride, T. hamatum,

T. asperellum y T. harzianum (Hjeljord y Tronsmo 1998).
1.2.12. Generalidades del género Trichoderma

Los hongos del género Trichoderma pertenecen a la familia Hypocreaceae,
tienen una distribucion cosmopolita (Cuadro 1-3). Las esporas de estos hongos varian
de color amarillo a verde y por lo general se encuentran en el suelo y aire (Djonovic et
al., 2006; Schuster y Schmoll, 2010).

Cuadro 1-2. Clasificacién taxondmica de Trichoderma

Super reino Eucariota

Reino Fungi

Filum Ascomycota

Clase Sordariomycetes

Orden Hypocreales

Familia Hypocreaceae

Genero Hypocrea

Especie Hypocrea Lixii (T. harzianum)

Fuente (NCBI, 2024).
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Las diferentes especies del género de Trichoderma son usadas para el control
biologico de fitopatégenos gracias a sus diferentes mecanismos de accion (Fernandez,
2001). El hongo compite por espacio, luz y nutrientes (Vineela et al., 2020), tambien el
hongo produce enzimas, proteasas, quitinasas, glucanasas y compuestos volatiles, lo
cual le permite hidrolizar la pared celular de los hongos que parasita, éstas provocan
la lisis celular del patégeno y evitan la germinacion de esclerocios (Marcello et al.,
2010; Garcia et al.,, 2016; Romero-Cortes et al., 2016), los cuales suprimen el
desarrollo de los fitopatégenos (Mokhtar y Dehimat, 2012). Por otro lado, Trichoderma
es considerado parasito de plantas, capaces de producir elicitores que inducen la
defensa vegetal contra diferentes fitopatdgenos, ademas promueven la solubilizacién
de nutrientes como el fésforo y propician la sintesis de fitohormonas como las
giberelinas o auxinas, también pueden producir &cidos organicos que disminuyen el
pH del suelo y propician la solubilizacién de algunos nutrientes (Djonovic et al., 2007;
Torres De la Cruz et al., 2015; Sharma et al., 2017).

En el cultivo de papa se ha utilizado Trichoderma para el manejo de la pudricién
blanda con resultados alentadores (Rubayet y Bhuiyan, 2016). Sangle y colaboradores
(2016) evaluaron 13 aislados de T. hamatum, 12 de T. viride, 10 de T. harzianum, tres
de T. reesei, uno de T. piluliferum y uno de T. virens, obtenidos de plantas de lentejas
(Lens culinaris), se estudio la eficacia de inhibicion de crecimiento micelial de S. rolfsii
con la produccién de metabolitos volatiles, con resultados variables en la inhibicién,
donde los aislados de T. harzianum, inhibian el crecimiento micelial entre el 35.3 a
89.0 % del patdégeno. En el caso de los 12 aislados de T. viride, solo dos restringieron
el crecimiento en 17.7 y 50.6 %. Por otro lado, Zufiiga y Ceja (2017), evaluaron la
capacidad antagdnica de una aislado de Trichoderma contra S. cepivorum y S. rolfsii
obtenidos de suelo en México, ellos registraron un porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial 17.4 % y 22.2 %, de forma respectiva. Diaz y colaboradores
(2018), evaluaron a T. virens in vitro cepa G-41y T. asperellum CSAEGro-1, los cuales
inhibieron el 70.7 y 69.0 %, en ese orden. Priyadharcin y colaboradores (2018)
evaluaron el antagonismo y produccion de metabolitos volatiles de Trichoderma contra
S. rolfsii., los cuales obtuvieron que los aislados T. harzianum (TspT), Trichoderma sp.
(TspK) y T. viride 1, inhibieron el crecimiento del micelio de S. rolfsii: 81.27, 66.29 y
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71.91 % de forma respectiva. Por otro lado, en la prueba de metabolitos volatiles T.
viride obtuvo un porcentaje de 86.30, T. harzianum (75.19 %) y Trichoderma sp. (85.19
%).

La ausencia de variedades resistentes en las diferentes especies vegetales a la
pudricion blanda ha ocasionado que la enfermedad se maneje con el uso de fungicidas
sintéticos como Unica alternativa, esto ha provocado variacién en la susceptibilidad de

los aislados de S. rolfsii a los diferentes fungicidas (Pérez et al., 2009).

Sekhar y colaboradores (2020) probaron la eficacia de tres especies de
Trichoderma: T. harzianum, T. viride y T. asperellum y cinco fungicidas: Clorotalonil,
Difenoconazol, Hexaconazol, Cabrio y Mancozeb a diferentes concentraciones: 250,
500, 750 y 1000 ppm contra Sclerotium rolfsii bajo condiciones in vitro. Los resultados
revelaron que T. harzianum inhibié de forma efectiva al patégeno (56.9 %) seguido de
T. viride (39.7 %) y T. asperellum (33.9 %). En la evaluacion de fungicidas se probo
gue Hexaconazol y Mancozeb inhibieron un 93.4% el crecimiento micelial de S. rolfsii

a 1000 ppm.

Martinez-Martinez y colaboradores en 2020 realizaron pruebas de antagonismo
in vitro de dos aislados de T. harzianum y el complejo de especies de hongos
asociadas a la fusariosis (Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, F. solani, Macrophomina
phaseolinay S. rolfsii) del garbanzo (Cicer arietinum) de los Estados: Sonora, Sinaloa,
Baja California, Guanajuato, Michoacan y Jalisco, México. Por otro lado, se realizé un
experimento en una parcela de garbanzo, el cual consistié en tres tratamientos: 1)
testigo sin fertilizacion, 2) aplicacion de nitrégeno, fosforo, urea, y superfosfato triple y
3) aplicacién de uno de los aislados de T. harzianum. Como resultado en las pruebas
de antagonismo se obtuvieron porcentajes de inhibicion de 63.1 %y 74.3 % contra S.
rolfsii. Gonzéalez y colaboradores (2020) encontraron que Trichoderma ressei C2A
tolera la combinacion con Mancozeb a 100 ppm, el hongo es inhibido en un 30 % y
cubre el medio de cultivo de la caja Petri en cuatro dias, dos dias después con respecto
al testigo. Manandhar y colaboradores (2020), mencionan que los aliados de
Trichoderma: Ts, Tv, T22, Thy T69 resultaron compatibles con los productos quimicos

Propineb y Mancozeb a 50 ppmy 100 ppm. Al lograr el crecimiento al 100 % del hongo

12



alos siete dias en la caja Petri. Arian et al. (2022) demostraron que T. harzianum tolera
a Propiconazol, ya que el crecimiento micelial del hongo fue inhibido un 5.2 % a la
concentracion de 7.5 ppm y conforme se incrementd la dosis a 56.3 ppm la inhibicion

del crecimiento micelial fue de 51.7 %.

Zapata y colaboradores (2023) registraron que el crecimiento micelial de T.
koningiopsis (Th003) con fungicidas Procloraz (1200 ppm), Tiabendazol (900 ppm) y
Propiconazol (1250 ppm), inhibieron el crecimiento micelial del hongo en un Procloraz,

100 % y 70 %, de manera respectiva

Rubayet y Bhuiyan (2016) controlaron la pudricion del tallo de la papa causada
por S. rolsfii mediante el uso de un producto quimico, un producto biolégico y un
extracto vegetal (mezcla de Carboxin, T. harzianum y aceite de semilla de mostaza).
Ademas, en dicho tratamiento se obtuvo una incidencia de 5.8 % de la enfermedad,
una reduccion del 85 % de la misma y un incremento a 23.6 t ha* en comparacién con
el tratamiento testigo, el cual se sembrd en campo sin ser inoculadas con S. rolfsii y

sin ningun tratamiento.
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CAPITULO 2. ANTAGONISMO, INTERACCION HIFAL Y
METABOLITOS VOLATILES DE CUATRO ESPECIES DE
Trichoderma in vitro CONTRA Sclerotium rolfsii PROVENIENTES DE
PAPA

Gabriel Herrera-Rodriguez?, Gabriel Antonio Lugo-Garcia!, Universidad Auténoma
de Sinaloa, Colegio de Ciencias Agropecuarias, Facultad de Agricultura del Valle del
Fuerte, calle 16 S/N esquina Japaraqui, Juan José Rios. C.P 81110, El Estero, Sinaloa,
México; Maria Belén Irazoqui-Acosta?, Diana Laura Mufioz-Bojorquez?, Sara
Elodia Armenta-Lopez?, Junta Local de Sanidad Vegetal del Valle del Fuerte. Lazaro
Cérdenas, 315 Pte. Col. Centro, Los Mochis Sinaloa, CP. 81200, México; Rubén Feélix-
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Exactas, Boulevard Macario Gaxiola y Carretera Internacional S/N Los Mochis,
Sinaloa, CP. 81223, México. *Autor de Correspondencia:
gabriel_lugo9010@hotmail.com.

RESUMEN

En tubérculos de papa (Solanum tuberosum L.) de lotes comerciales en Sonora
y Sinaloa, México, se observaron pudriciones de tubérculos causado por el hongo
Sclerotium rolfsii. El control bioldgico de fitopatbgenos es una herramienta para
disminuir el potencial destructivo de estos sin contaminar el ambiente. Los objetivos
de la presente investigacion fueron a) determinar la efectividad antagonica in vitro de
16 aislados de Trichoderma asperellum, cinco de T. asperelloides, cuatro de T.
afroharzianum y uno de T. azevedoi y b) identificar las interacciones hifales e inhibicién
de S. rolfsii (Scr4 y Scrl7) mediante metabolitos volatiles. De las confrontaciones
duales, las especies de Trichoderma mostraron inhibiciones en el crecimiento micelial
de 21.0-754 % y 23.6-77.1 % en los aislados Scr4 y Scrl7 de S. rolfsii,
respectivamente. Por otro lado, las interacciones hifales de las mismas especies de
Trichoderma causaron vacuolizacion, granulacion, enrollamiento, adhesion, lisis y
penetracion en el patdogeno (Scr4). Los metabolitos volatiles producidos por
Trichoderma spp., inhibieron el crecimiento micelial de S. rolfsii de 26.0 % a 81.4 %.
Los resultados de la efectividad biologica de Trichoderma spp. sobre S. rolfsii sientan

las bases para el manejo de la enfermedad en campo.
Palabras claves: Antagonista, control biolégico, inhibicién micelial, metabolitos.
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ABSTRACT

Tuber rots caused by the fungus Sclerotium rolfsii were observed in potato tubers
(Solanum tuberosum L.) from commercial plots in Sonora and Sinaloa, Mexico. The
use of biological control of phytopathogens constitutes an alternative to reduce the
destructive potential of the pathogen without contaminating the environment. The
objectives of the present investigation were a) to determine the antagonistic
effectiveness in vitro of 16 isolates of Trichoderma asperellum, five of T. asperelloides,
four of T. afroharzianum and one of T. azevedoi and b) to identify the hyphal
interactions and inhibition of S. rolfsii (Scr4 and Scrl7) through volatile metabolites.
From the dual confrontations, Trichoderma species showed inhibitions in mycelial
growth of 21.0-75.4% and 23.6-77.1% in the Scr4 and Scrl7 isolates of S. rolfsii,
respectively. On the other hand, hyphal interactions of the same Trichoderma species
caused vacuolization, granulation, coiling, adhesion, lysis and penetration into the
pathogen (Scr4). Volatile metabolites produced by Trichoderma spp. inhibited the
mycelial growth of S. rolfsii from 26.0% to 81.4%. The results of the biological
effectiveness of Trichoderma spp. on S. rolfsii lay the foundations for managing the

disease in the field.

Key words: Antagonist, biological control, mycelial inhibition, metabolites.
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2.1. INTRODUCCION

Sclerotium rolfsii es un hongo fitopatégeno presente en el suelo, es el agente
causal de la pudricion de los tubérculos de papa; también provoca la pudricion de
tallos, raices, peciolos, hojas y frutos en diversos cultivos. EI hongo ha causado
pérdidas de hasta 15 % de la produccion en el cultivo de papa en Italia (Garibaldi et
al., 2007). Los sintomas inician con pudricion seca en la base de tallo; también ocurre
necrosis en el tejido vascular, las hojas de las plantas infectadas presentan clorosis,
conforme la enfermedad avanza las plantas se marchitan y los tubérculos se pudren.
El hongo produce micelio blanco sobre el tejido afectado en forma de abanico, cuando
este madura se producen esclerocios, los cuales constituyen la principal fuente de
in6culo primario, y se dispersan por medio del agua, residuos vegetales, suelo y
animales (Kator et al., 2015; Roca et al., 2016). En Sinaloa, la enfermedad ha sido
subestimada por los productores de papa, pero se estima que ésta ha causado
pérdidas hasta 20 % de la produccion en predios con suelos que retienen alta humedad
(arcillosos) y coinciden con el incremento de la temperatura ambiental superiores a los
30 °C; y los dafios se incrementan cuando el productor pospone la cosecha y propicia

gue el hongo incremente el dafio a los tubérculos que permanecen en el suelo.

Los fungicidas sintéticos se utilizan para combatir diferentes especies de hongos
fitopatégenos, no obstante, la aplicaciébn excesiva de plaguicidas ha ocasionado
problemas ambientales y salud humana (Brauer et al., 2019). Por otro lado, para el
control de estos patdgenos se han utilizado otros métodos con enfoque ecoldgico,
como el uso de agentes de biocontrol, lo cual resulta en una prometedora alternativa
(Mishra et al., 2015; Khan et al., 2020). Las diferentes especies de Trichoderma son
de las mas utilizadas como biocontroladores, ya que presentan diferentes mecanismos
de accion (competencia por el sustrato, micoparasitismo y antibiosis) que permiten
manejar diferentes enfermedades causadas por fitopatégenos (Infante et al., 2009;
Adnan et al., 2019, Garrido y Vilela., 2019; Pérez et al., 2020; Asad, 2022). Aun cuando
estudios de antagonismo in vitro entre especies de Trichoderma y S. rolfsii en papa
son nulos; otros estudios en otros hospedantes se han consignado buen control al

utilizar Trichoderma spp. como antagonista contra S. rolfsii obtenidos de plantas de
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tomate (Solanum lycopersicum L.), frijol (Phaseolus vulgaris), repollo (Brassica
oleracea L.), betel (Piper betle L.), lenteja (Lens esculenta L.), garbanzo (Cicer
arietinum L.), calabaza (Cucurbita pepo L.), entre otros (Diaz Najera et al., 2018;
Kushwaha et al., 2018; Chandra Sekhar et al., 2020; Kamel et al., 2020). Estos hongos
antagonistas, producen distintos metabolitos secundarios, que activan los mecanismos
de defensa, promueven el desarrollo y crecimiento de las plantas; ademas de inhibir el
desarrollo de los patégenos (Lee et al., 2016; Guzman et al., 2023). Los metabolitos
pueden ser volatiles y no volatiles; entre los metabolitos volatiles producidos por el
hongo se encuentran el acido acético, 2-pentilfuran, 6-pentil-2H-piran-2-ona, 2-methil-
1-butanol entre otros, los cuales inhiben a S. rolfsii (Phoka et al., 2020; Sridharan et al.
2020).

En México, S. rolfsii ha mostrado altos niveles de incidencia en lotes comerciales
de papa de Sonora y Sinaloa, sin embargo, la evaluacion de efectividad bioldgica de
las especies de Trichoderma contra este fitopatdgeno bajo condiciones controladas,
invernadero y campo, no se ha determinado, por lo que es importante generar
alternativas ecoldgicas para el manejo de este hongo en el corto plazo. Por lo anterior,
los objetivos de este estudio fue determinar la capacidad antagonica in vitro de 26
aislados de Trichoderma mediante confrontaciones duales, asi como, identificar las
interacciones hifales y evaluar el efecto de los metabolitos volatiles contra el
crecimiento micelial de aislados de S. rolfsii obtenidos de suelos sometidos a la
siembra de papa en los estados de Sonora y Sinaloa, México. Por lo anterior, se
planteé la siguiente hipotesis; al menos una especie de Trichoderma provenientes de

papa presenta un o0 mas mecanismos de accion in vitro contra Sclerotium rolfsii.
2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Obtencioén de aislados

Los 16 aislados de T. asperellum (TAM), cinco de T. asperelloides (TES), cuatro
de T. afroharzianum (TAF), uno de T. azevedoi (TAIl) y dos de S. rolfsii (Scr4 y Scrl7)
utilizados en el estudio. Dichos aislados fueron proporcionados por el banco
microbioldgico del Laboratorio de Diagndstico Fitosanitario, la cual pertenece a la Junta

Local de Sanidad Vegetal del Valle del Fuerte (JLSVVF). Los aislados se obtuvieron
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de diferentes zonas productoras de Sonora y Sinaloa del afio 2019 a 2021, las

secuencias de los aislados se depositaron en el GenBank, con los cédigos OR521159-
OR521184 para Trichoderma y OR514113 y OR514124 para Sclerotium rolfsii (Cuadro

2-1).

Cuadro 2-1. Origen e identificacion de aislados de Sclerotium rolfsii y especies de

Trichoderma
Especie/aislado Afio de Localidad Cadigo en Gen Bank
muestreo

Sclerotium rolfsii /Scr4 2019 Ahome, Sinaloa OR514113
Sclerotium rolfsii /Scr17 2019 Ahome, Sinaloa OR514124
T. asperelloides /TES19 2020 Caborca, Sonora OR521159
T. asperelloides /TES20 2020 Altar, Sonora OR521160
T. afroharzianum /TAF21 2020 Altar, Sonora OR521161
T. asperellum /TAM22 2020 Caborca, Sonora OR521162
T. asperelloides /TES23 2020 Caborca, Sonora OR521163
T. asperelloides /TES24 2020 Caborca, Sonora OR521164
T. asperelloides /TES26 2020 Caborca, Sonora OR521165
T. asperellum/TAM27 2019 Guasave, Sinaloa OR521166
T. asperellum/TAM30 2019 El Fuerte, Sinaloa OR521167
T. asperellum/TAM31 2019 Guasave, Sinaloa OR521168
T. afroharzianum /TAF33 2020 Sinaloa de Leyva, Sinaloa OR521169
T. asperellum/TAM35 2020 Ahome, Sinaloa OR521170
T. asperellum/TAM37 2020 Guasave, Sinaloa OR521171
T. afroharzianum/TAF38 2020 Guasave, Sinaloa OR521172
T. asperellum/TAM57 2021 Ahome, Sinaloa OR521173
T. asperellum/TAM59 2021 Guasave, Sinaloa OR521174
T. asperellum/TAM64 2021 Ahome, Sinaloa OR521175
T. asperelloides/TES65 2021 Ahome, Sinaloa OR521176
T. asperellum/TAM67 2021 Ahome, Sinaloa OR521177
T. asperellum/TAM68 2021 Ahome, Sinaloa OR521178
T. asperellum/TAM69 2021 Ahome, Sinaloa ORb521179
T. asperellum/TAM70 2021 Ahome, Sinaloa OR521180
T. azevedoi /TAI73 2021 Ahome, Sinaloa OR521181
T. asperellum/TAM74 2021 Ahome, Sinaloa OR521182
T. asperellum/TAF75 2021 Ahome, Sinaloa OR521183
T. asperellum/TAM76 2020 Caborca, Sonora OR521184
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2.2.2. Evaluacion del efecto inhibitorio in vitro de 26 aislados de Trichoderma spp.

contra Sclerotium rolfsii

El antagonismo in vitro de 26 aislados de cuatro especies de Trichoderma de tres
dias de crecimiento se determiné contra dos aislados de S. rolfsii (Scr4 y Scrl7) de
siete dias de crecimiento en papa dextrosa agar (PDA). Se recurrié a la técnica de
confrontaciéon dual en el mismo medio de cultivo en cajas Petri de 90 mm de diametro
(Dennis y Webster, 1971). Como fuente indculo, se tomaron discos de crecimiento
micelial de 5 mm de diametro de cada aislado. El in6culo del hogo, se colocd en un
extremo de la caja Petri y el de Trichoderma spp. en el extremo opuesto. Los
tratamientos se distribuyeron en un disefio completamente al azar con cuatro réplicas,
la cuales consistian de cuatro cajas Petri de cada combinacién de los hongos. El

experimento se desarroll6 en dos ocasiones.

Cajas Petri con PDA que contenian cultivos individuales tanto de S. rolfsii como
de Trichoderma sirvieron como testigo, las cajas se incubaron a 25 °C (Pacheco et al.,
2016). La capacidad antagoénica de Trichoderma spp. se determind mediante la
medicion del crecimiento micelial, cada 24 horas después de la inoculacion hasta
cuando S. rolfsii cubrié las cajas Petri testigo. La inhibicién del crecimiento micelial de
S. rolfsii se calculé de acuerdo a la ecuacion: | =C-T/C x 100, donde: | =Porcentaje de
inhibicién, C= Crecimiento micelial del patégeno testigo y T= Crecimiento micelial del
patégeno en tratamiento Kotasthane y colaboradores (2014). La efectividad biolégica
de las especies de Trichoderma en la inhibiciébn de Sclerotium rolfsii se determiné
mediante la escala de clases del 1 al 5 de Bell et al. (1982) donde: clase 1) Trichoderma
cubrié por completo la superficie del medio de cultivo, clase 2) Trichoderma crecio al
menos el 65 % del medio, clase 3) Trichoderma y S. rolfsii crecieron en un 50 % del
medio, clase 4) S. rolfsii crecié al menos el 65 % del medio y clase 5) S. rolfsii crecid

completo sobre la superficie del medio de cultivo.
2.2.3. Interaccion hifal de Trichoderma spp. contra Sclerotium rolfsii

La interaccion hifal de 26 aislados de Trichoderma spp. contra S. rolfsii (Scr4) se
evalu6 mediante la metodologia de cultivos duales (Dennis y Webster, 1971). La

observacion en microscopio se llevo a cabo al momento del contacto entre los hongos,
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de los cuales se tomaron tres muestras de la zona de interaccion. Para esto se coloco
un fragmento de cinta adhesiva transparente sobre las hifas del patdégeno y de
Trichoderma sp., enseguida la cinta se coloc6 una gota de lactofenol-azul de algodon
en un portaobjetos y se observé al microscopio Optico para identificar vacuolizacion,
granulacion, enrollamiento, adhesion, lisis o penetracion causados por los aislados
(Martinez et al., 2018).

2.2.4. Efecto de metabolitos volatiles de especies de Trichoderma con actividad

antifangica contra S. rolfsii

Para determinar el efecto inhibitorio de metabolitos volatiles de los 26 aislados
de Trichoderma contra un aislado de S. rolfsii (Scr4), éstos se sembraron en PDA y se
incubaron a 25 + 2 °C por tres y siete dias. Discos de PDA de 5 mm diametro con
micelio activo se transfirieron a cajas Petri con el mismo medio de cultivo. El inéculo
de Trichoderma, se transfirid 24 horas antes que S. rolfsii. Enseguida, para confrontar
S. rolfsii y Trichoderma las bases de las cajas Petri se ensamblaron y se sellaron con
Parafilm (Rajani et al., 2021). En la parte inferior se ubicé a Trichoderma y en la parte
superior S. rolfsii (Dennis y Webster, 1971; Mokhtar y Dehimat, 2012). Los tratamientos
se distribuyeron en un disefio completamente al azar con cuatro réplicas por cada
combinacion de S. rolfsii-Trichoderma. El experimento se desarroll6 en dos ocasiones.
Como testigo se incluyeron cajas Petri con PDA con cultivos individuales de S. rolfsii
como de Trichoderma, las cuales se incubaron a 25 + 2 °C. El efecto de inhibicion de
Trichoderma spp. se determind una vez que S. rolfsii cubrié el medio de cultivo en el
tratamiento testigo sin Trichoderma para lo cual se consider6 el porcentaje de
inhibicion del crecimiento del patégeno mediante la formula descrita por Kotasthane y
colaboradores (2014).

2.2.5. Analisis estadisticos de datos

Los datos sobre inhibicién micelial in vitro mediante confrontaciones y metabolitos
volatiles de los 26 aislados de Trichoderma contra dos aislados de S. rolfsii se
analizaron mediante estadistica no paramétrica (Kruskal-Wallis). La separacion de
medias de inhibicién del crecimiento micelial se realiz6 mediante los procedimientos
de Conover (1999) con (P > 0.05).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1. Efecto inhibitorio in vitro de aislados de Trichoderma spp. sobre Sclerotium

rolfsii.

Los resultados mostraron variacion en el efecto inhibitorio in vitro de S. rolfsii por
los 26 aislados de Trichoderma utilizados, ya que inhibieron de forma significativa los
dos aislados de S. rolfsii (Scr4 y Scrl7), con porcentaje de inhibicion de 21.0 % a 75.4
% en Scr4 y de 23.6% a 77.1 % en Scrl7.

El aislado TAI73 de Trichoderma azevedoi mostré el mayor efecto inhibitorio in
vitro en el crecimiento micelial del aislado Scr4 de S. rolfsii (Figura 2-1A) con porcentaje
de inhibicién de 75.4 %, seguido de los aislados TAM74 (68.9 %), TAM30 (66.6 %),
TAF75 (66.0 %), TES65 (65.0 %), TES24 (64.9 %), TAM68 (64.9 %) y TAM37 (64.8
%). Todos los niveles de inhibicion se ubicaron en la clase 2, sin diferencias
significativas entre estos (P < 0.05) pero si la hubo con el resto de los aislados de los
Trichoderma incluidos en el estudio. En cambio, el aislado TAF33 mostré el menor
porcentaje de inhibicion (Figura 2-1B) (21.0 %) y correspondié a la clase 4, seguido de
TAM70 (56.7 %), TAF21 (57.2 %), TAM76 (57.3 %), TAM57 (57.3 %) y TAM31 (59.0
%), ubicAndose todas en la clase 3, sin diferencias significativas entre tratamientos (P
< 0,05) (Cuadro 2-2).

Por otro lado, el aislado de Trichoderma TAI73 mostré el mayor nivel de inhibicion
en el crecimiento micelial de Scrl7 con (77.1 %), clase 2, seguido de TAM69 (68.8 %),
TES24 (67.9 %) (Figura 2-2A), TAM30 (67.9 %), TES65 (67.3 %), TAF75 (67.0 %),
TAM74 (66.4 %), TAM35 (66.2 %) y TAM37 (66.1 %) en clase 2, sin diferencias
significativas entre ellos (P < 0,05) (Cuadro 2-2). En cambio, el aislado de Trichoderma
TAF33 (Figura 2-2B) (clase 4) con 23.6 % mostré el menor porcentaje de inhibicion
contra Scrl7, seguido de TAF38 (52.8 %), TAM31 (57.4 %), TAM68 (59.8 %), TAM59
(60.1 %), TAM64 (60.3 %) y TES20 (60.3 %) todas en clase 3, sin diferencias

significativas entre ellos (P < 0,05) (Cuadro 2-2).

El aislado de T. azevedoi (TAI73) present6 el mayor porcentaje de inhibicion del

crecimiento micelial in vitro del aislado Scr4 de S. rolfsii, con 75.4 % de inhibicién
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(Cuadro 2-2), mientras que el mismo aislado de Trichoderma ejercié una inhibicion de
77.1% en el aislado Scrl7 de S. rolfsii; en contraste T. afroharzianum (TAF33) tuvo el
menor efecto inhibitorio sobre los dos aislados de S. rolfsii (Cuadro 2-2). Se observé
una marcada variacion en el efecto de los aislados de Trichoderma sobre la inhibicion

de S. rolfsii con diferencias significativas entre ellos (P < 0,05) (Cuadro 2-2).

Cuadro 2-2. Antagonismo in vitro de 26 aislados de Trichoderma spp. contra
dos aislados de S. rolfsii.

Aislado Scr4 de S. rolfsii Aislado Scrl17 de S. rolfsii
Aislado de % de Escala Aislado de % de Escala
Trichoderma inhibicién Trichoderma inhibicion

ol
ol

Testigo 0.0 a*
TAF33 21.0ab
TAM70  56.7 abc
TAF21 57.2 abcd
TAM76  57.3 abcd
TAM57  57.3 abcd
TAM31 59.0 abcde
TES26  60.3 bcdef
TAM67  60.5 cdefg
TAF38  60.5 cdefg
TAM64  60.5 cdefg
TAM59  60.9 defgh
TAM23  61.9 efghi
TAM27  62.0 efghi
TAM22  62.7 fghij
TAM69  63.2 fghij
TES20  63.3 fghij
TES19  63.4 ghijk
TAM35  63.6 hijk
TAM37  64.8 ijkl
TAM68  64.9 ijkl
TES24  64.9 ijkl
TES65  65.0 jk
TAF75  66.0 jKI
TAM30 66.6 ki
TAM74  68.91
TAI73 75.4 1

Testigo 0.0 a*
TAF33 23.6 ab
TAF38 52.8 ab
TAM31 57.4 abc
TAM68 59.8 abc
TAM59 60.1 abcd
TAM64 60.3 abcd
TES20 60.3 abcde
TAF21 60.4 bcde
TES26 60.5 bcde
TAM57 61.9 cdef
TAM23 61.9 cdef
TAM70 62.6 defg
TAMG67 63.0 defg
TAM22 63.4 efgh
TAM27 63.4 efgh
TAM76 64.7 fghi
TES19 65.0 fghi
TAM37 66.1 ghij
TAM35 66.2 ghij
TAM74 66.4 ghij
TAF75 67.0 hij
TES65 67.3 hij
TAM30 67.9j
TES24 67.91
TAM69 68.8]
TAI73 77.1]

N NDNDNDNDNDNDNNDNNDNNMNNDDNNDNDNDNNNNNDNDNOWWWWWHS

N NN DNDNDNDNDNDNDNNDNDNDNNDNDNDNNDNDNDNDNNDNDNDNNNNOWWWWWD>

N

* Medias con una letra en comun en las columnas no son significativamente diferentes (P >
0.05), Kruskal-Wallis.
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Figura 2-1. Antagonismo in vitro de Trichoderma (izquierda) contra Sclerotium
rolfsii (Scr4) (derecha). (A) Aislado de Trichoderma TAI73y (B) TAF33.

Figura 2-2. Antagonismo in vitro de Trichoderma (izquierda) contra Sclerotium
rolfsii. (Scrl7) (derecha). (A) Aislado de Trichoderma TES24 y (E) Trichoderma
TAF33.
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2.3.2. Determinacion de interacciones hifales de Trichoderma spp. y S. rolfsii

La zona de encuentro hifal entre aislados de Trichoderma spp. y S. rolfsii (Scr4)
mostro varios tipos de interaccion hifal; donde predoming la lisis en 23 combinaciones
del antagonista y el patégeno (Figura 2-3A), seguido de granulacion (Figura 2-3B),
adhesion (Figura 2-3C), enrollamiento (Figura 2-3D), vacuolizacion (Figura 2-3E) y
penetracion (Figura 2-3F), con 20, 20, 19, 13 y 1 combinaciones, respectivamente. El
aislado TES65 de T. asperelloides fue el Unico que penetr6 las hifas de S. rolfsii
(Cuadro 2-3, Figura 2-3F). Los aislados de Trichoderma spp. TAM37, TAM59, TES65,
TAI73 y TAM76 mostraron hasta cinco interacciones al confrontarlo con S. rolfsii.
Mientras que los aislados TES20, TAF21, TAM23, TES24, TES26, TAM30, TAM31,
TAF33, TAM35, TAM57, TAM68, TAM70 y TAF75 del hongo antagénico mostraron

tres interacciones (Cuadro 2-3).
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Cuadro 2-3. Interaccion hifal in vitro de 26 aislados de Trichoderma spp. y Sclerotium
rolfsii (Scr4)

Tipos de interacciones hifales

Tﬁfrl]?)%%rdrﬁa Lisis Granulaciéon Adhesion Enrollamiento Vacuolizacion Penetracién
TES19 X X X X
TES20 X X X
TAF21 X X X
TAM22 X X X X
TAM23 X X X
TES24 X X X
TES26 X X X
TAM27 X X X X
TAM30 X X X
TAM31 X X X
TAF33 X X X
TAM35 X X X
TAM37 X X X X X
TAF38 X X X X
TAM57 X X X
TAM59 X X X X X
TAM64 X X X X
TES65 X X X X X
TAMG67 X X X X
TAMG68 X X X
TAM69 X X X X
TAM70 X X X
TAI73 X X X X X
TAM74 X X X X
TAF75 X X X
TAM76 X X X X X

Nota: El montaje de la zona de interaccién se tiiidé con lactofenol-azul en el momento que los

hongos interaccionaron sus hifas.
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Figura 2-3. Interacciones hifales entre aislados de Trichoderma spp. y Sclerotium
rolfsii. (A) Lisis (TAM67), (B) granulacion (TES65), (C) adhesién (TAM69), (D)
enrollamiento (TAM59), (E) vacuolizacion (TAM76) y (F) penetracion (TES65).

2.3.3. Efecto inhibitorio in vitro de metabolitos volatiles de Trichoderma contra

Sclerotium rolfsii

Los metabolitos volatiles de 26 aislados de Trichoderma spp. inhibieron el
crecimiento micelial de S. rolfsii (Scr4) in vitro. El porcentaje de inhibicion varié de 26.0
% a 81.4 %.

El mayor porcentaje de inhibicién lo ejercio el aislado TAI73 de Trichoderma azevedoi
con un 81.4 %, mientras que los porcentajes de inhibicion de los aislados TAM68
(Figura 2-4A), TES65, TAM74, TAM57, TAF75, TAM70 y TAM37 variaron de 78.2 % a
70.9 %, sin diferencias significativas entre ellos (P < 0,05) (Cuadro 2-4). Los aislados
TAMS59, TAM35, TES26, TES19, TAF38, TAM27 y TAM30 (Figura 2-4B), ejercieron
una inhibicion moderada contra S. rolfsii con inhibicion de 49.6 a 57.1 %. El aislado
TAF33 de T. afroharzianum ejercié el menor porcentaje de inhibicion equivalente a
26.0 %. La variacion del efecto inhibitorio de los aislados de Trichoderma se reflejé con

diferencias significativas entre aislados (P< 0,05) (Cuadro 2-4).
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Cuadro 2-4. Efecto de metabolitos volatiles de aislados de Trichoderma contra

Sclerotium rolfsii Scr4.

Aislado de
Trichoderma

% de inhibicion

Testigo
TAF33

TAM59
TAM35
TES26

TES19

TAF38

TAM27
TAM30
TES20

TES24
TAM22
TAM69
TAM23
TAM31
TAM64
TAM76
TAM67
TAF21

TAM37
TAM70
TAF75

TAMS57
TAM74
TES65

TAM68
TAI73

00.0 a*
26.0a

49.6 ab
50.3 ab
54.1 abc
55.6 abcd
56.3 abcde
56.9 abcdef
57.1 abcdef
58.4 bcdefg
58.7 bcdefg
59.5 cdefgh
61.4 defghi
62.2 efghij
62.5 efghij
63.0 fghijk
65.8 ghijk
68.1 hijkl
69.2 ijklm
70.9 ijkimn
72.0 jkimn
73.5 kimn
73.5 kimn
76.3 Imn
76.3 Imn
78.2 mn
81.4n

* Medias con una letra en comun en las columnas no son significativamente diferentes

(P > 0.05), Kruskal-Wallis
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Figura 2-4. Efecto inhibitorio de metabolitos volatiles de Trichoderma spp. contra
Sclerotium rolfsii. Aislado del patdgeno S. rolfsii (Scr4) expuesto a metabolitos volatiles
de Trichoderma TAM68 (A) y S. rolfsii (Scr4) expuesto a metabolitos volatiles de
Trichoderma TAM30 (B).

2.4. DISCUSION

En México no existen estudios sobre el uso de diferentes especies de
Trichoderma en la inhibicion del crecimiento micelial de aislados de Sclerotium rolfsii
gue afectan al cultivo de papa, esto se debe a que los productores prefieren el uso
diferentes tipos de fungicidas sintéticos para el control de los hongos fitopatégenos, ya
gue estos tienen un efecto rapido en el control del patégeno. Por otro lado, el uso de
Trichoderma como agente de control bioldgico en el cultivo de papa en México es
limitado, ya que el excesivo uso de los productos sintéticos inhibe la eficacia de éstos.
Los estudios in vitro sobre el antagonismo de especies de Trichoderma contra S. rolfsii
reportados en diferentes partes del mundo se han enfocado a otros cultivos. Tales
como tomate (Vineela et al., 2020), frijol y calabaza (Kamel et al., 2022) y cacahuate
(Safari et al., 2022). En los diferentes estudios encontraron que distintos aislados de
Trichoderma evaluados presentaron variacion en la inhibiciéon del crecimiento micelial

de S. rolfsii, estos resultados coinciden con los obtenidos en el presente estudio, donde
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se encontrd que los aislados de Trichoderma azevedoi, T. asperellum, T. asperelloides
y T. afroharzianum inhiben in vitro el crecimiento micelial de S. rolfsii; también
presentaron variacion en la inhibicion del patégeno. Por otro lado, algunos estudios
indican que algunos aislados de Trichoderma presentan capacidad inhibitoria limitada
contra S. rolfsii; asi, Bell y colaboradores (1998) encontraron que 88% de los aislados
de Trichoderma se ubicaron en las clases 3, 4 y 5, mientras que el 12% se clasificaron
en clase 2. Lo que contrasta con los resultados obtenidos en el presente estudio, donde
de los 26 aislados de Trichoderma contra el aislado Scr4 de S. rolfsii, 19 aislados de
ellos (73 %) se ubicaron en la clase 2, mientras que para el aislado Scrl7 se ubicaron
18 aislados (69.2 %) de Trichoderma en la clase 2, esto resulta alentador para las
futuras investigaciones ya que la mayoria de los aislados presenta un potencial para

Su uso como agente de control biolégico de Sclerotium rolfsii.

Con relacion a la interaccion hifal, los aislados de Trichoderma provocaron
vacuolizacion, granulacién, enrollamiento, adhesion, lisis y penetracion de la hifa de S.
rolfsii, lo que provoco la desintegracion del micelio de S. rolfsii. Estos resultados
coinciden con estudios previos (Kotasthane et al., 2014), donde se evaluaron aislados
del hongo antagonista y se observo enrollamiento de éste en las hifas de S. rolfsii y
provocaron lisis del micelio del patégeno y como consecuencia la desintegracion de la
pared de las células hifales del mismo, asi como la disolucién del contenido
citoplasmatico; resultados similares fueron reportados, sobre el efecto de Trichoderma
contra S. rolfsii por (Kamel et al., 2020). Para futuros estudios, sera conveniente
identificar y evaluar las diferentes enzimas que producen estos aislados de

Trichoderma, las cuales tienen efecto en la desintegracion del micelio de S. rolfsii.

La evaluacion de los metabolitos organicos volatiles producidos por los aislados
de Trichoderma sobre el crecimiento micelial de S. rolfsii muestran que existe
diferencias en la inhibicion del crecimiento micelial del patégeno y que al menos 10
aislados de Trichoderma representados T. asperellum, T. asperelloides, T.
afroharzianum y T. azevedoi; estos resultados coinciden con los presentados por
Sangle et al. (2016), donde encontraron que los metabolitos volatiles de dichas
especies, variaron en el porcentaje de inhibicion micelial de S. rolfsii. De igual manera,
Amin et al. (2010), evaluaron seis aislados de Trichoderma contra S. rolfsii, estos
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presentaron porcentajes de inhibicion menores a los obtenidos en el presente estudio
(20 % al 40 %). Ruangwong y colaboradores (2021) evaluaron el efecto inhibitorio de
T. asperelloides TSU1 obtenido de flores de flamenco contra S. rolfsii, el cual inhibid
el crecimiento micelial de 41.2%, en este estudio identificaron 17 tipos de metabolitos
volatiles donde destaca la presencia del feniletanol-2 el cual se usa comercialmente
como antifungica. Sridharan et al. (2020) encontraron que Trichoderma
longibrachiatum EF5 obtenido del cultivo de arroz inhibi6 a S. rolfsii y M. phaseolina 57
a 35%, respectivamente, el antagonista provocO alteraciones en las estructuras
miceliales, redujo el grosor del micelio y el nimero de esclerocios en comparacion con
el patégeno sin presencia del antagonista. Los compuestos voléatiles se incluyeron
lipidos de prenol (33%), benceno y derivados (22%), hidrocarburos saturados y
compuestos oOrgano oxigenados (11%), hidrocarburos insaturados, naftalenos y
derivados de acidos carboxilicos (6%) y aminoacidos (5%). De acuerdo a estos
resultados, en futuros estudios sera necesario caracterizar los metabolitos generados
por los diferentes aislados de Trichoderma, asi como determinar el efecto sobre otros

microrganismos fitopatdgenos que afectan al cultivo de la papa.

En el presente estudio se encontraron aislados con el potencial para el control de
S. rolfsii, resaltando el aislado TAI73 de T. azevedoi, el cual inhibi6 de manera
significativa el crecimiento micelial de S. rolfsii en pruebas de confrontacién dual.
También provoco la vacuolizacién, granulacién enrollamiento, adhesién, penetracion y
lisis de la hifa S. rolfsii. El antagonista produjo metabolitos volatiles los cuales
inhibieron el crecimiento micelial in vitro del patdégeno. Estos resultados abren futuras
lineas de investigacion relativas a la determinacion de la efectividad biol6gica de T.

azevedoi en el control de S. rolfsii en el cultivo de papa en campo.
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CAPITULO 3. SENSIBILIDAD IN VITRO DE Sclerotium rolfsii Y CUATRO
ESPECIES DE Trichoderma, A FUNGICIDAS DE USO COMUN EN EL CULTIVO
DE PAPA

Gabriel Herrera-Rodriguez, Gabriel Antonio Lugo-Garcia, Universidad Autonoma
de Sinaloa, Colegio de Ciencias Agropecuarias, Facultad de Agricultura del Valle del
Fuerte, Calle 16 S/N Esquina Japaraqui, Juan José Rios, El Estero, Sinaloa, México.
CP 81110; Maria Belén Irazoqui-Acosta, José de Jesus Lara-Flores, Sara Elodia
Armenta-Lopez, Junta Local de Sanidad Vegetal del Valle del Fuerte; Lazaro
Cardenas, 315 Pte. Col. Centro, Los Mochis Sinaloa, México CP 81200; Rubén Félix-
Gastélum*, Hugo Beltran-Pefia, Guadalupe Arlene Mora-Romero, Universidad
Autonoma de Occidente, Unidad Los Mochis, Departamento de Ciencias Naturales y
Exactas, Boulevard Macario Gaxiola y Carretera Internacional S/N Los Mochis,

Sinaloa, México. CP 81223. * Autor de Correspondencia: ruben.felix@uadeo.mx.
RESUMEN

La pudricion blanda de tubérculos de papa, causada por Sclerotium rolfsii es una
enfermedad que se presenta en suelos con altos niveles de humedad y temperaturas
superiores a los 30 °C. Los fungicidas sintéticos son la principal herramienta en el
control de la enfermedad. En el presente estudio se determiné la efectividad biol6gica
in vitro de nueve fungicidas a las concentraciones de 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 ppm contra
S. rolfsii. Los fungicidas Propineb, Tifluzamida y Propiconazol resultaron los mas
eficaces en la inhibicion in vitro del patbgeno. También se determiné la sensibilidad in
vitro de Trichoderma azevedoi, T. afroharzianum, T. asperellum y T. asperelloides a
10 fungicidas en las concentraciones de 100, 500, 1000 y 2000 ppm, donde Propineb
y Tifluzamida mostraron el menor efecto inhibitorio, aunque con una respuesta
diferencial a los fungicidas y sus respectivas concentraciones. Estos resultados indican
que los fungicidas Propineb y Tifluzamida pueden mezclarse con las especies de

Trichoderma en mencién para el control de la enfermedad en campo.

Palabras claves: control, hongo, esclerocios, pudricion blanda, Solanum tuberosum
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ABSTRACT

Soft rot of potato tubers, caused by Sclerotium rolfsii, is a disease that occurs in soils
with high levels of humidity and temperatures above 30 °C. Synthetic fungicides are
the main tool in controlling the disease. In the present study, the in vitro biological
effectiveness of nine fungicides at concentrations of 0.01, 0.1, 1, 10 and 100 ppm
against S. rolfsii is carried out. The fungicides Propineb, Tifluzamide and Propiconazole
were the most effective in inhibiting the pathogen in vitro. The in vitro sensitivity of
Trichoderma azevedoi, T. afroharzianum, T. asperellum and T. asperelloides to 10
fungicides at concentrations of 100, 500, 1000 and 2000 ppm are also considered,
where Propineb and Tifluzamide showed the lowest inhibitory effect. although with a
differential response to fungicides and their respective concentrations. These results
indicate that the fungicides Propineb and Tifluzamide can be mixed with the

Trichoderma species in question to control the disease in the field.

Keywords: control, fungus, sclerotia, soft rot, Solanum tuberosum

3.1. INTRODUCCION

El cultivo de papa (Solanum tuberosum) ocupa el sexto lugar en produccién
mundial con 470,409,159 t, obtenidas de 23,514,508 ha; los principales paises
productores de esta hortaliza son China, India, Ucrania, Rusia y Estados Unidos (FAO,
2022); en México se producen 1,878,976 t por afio, donde Sonora con 533,544 ty
Sinaloa con 403,922 t al afio, lo que representa el 49.9 % de la produccion nacional,
con un valor de produccién de $7,680,780,000 (SIAP, 2022). El cultivo es afectado por
enfermedades que limitan su produccion y calidad (Torrance et al., 2020; Singh et al.,
2021). La pudricion blanda causada por el hongo Sclerotium rolfsii destaca por su
importancia; este afecta alrededor de 500 especies vegetales, que se agrupan en 100
familias diferentes, destacando al tomate (Solanum lycopersicum), pepino (Cucumis
sativus), cacahuate (Arachis hypogaea), papa, entre otros (Kator et al., 2015; Roca et
al., 2016; Kumar et al., 2018; Paparu et al., 2020; Meena et al., 2023). En papa, la
pudricion blanda de tubérculos afecta la produccion en un 60 %. El hongo presenta

habitos saprofiticos y en el suelo coloniza residuos de cosecha o puede sobrevivir en
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forma de esclerocios, los cuales se dispersan por medio del agua, maquinaria,

residuos vegetales, suelo y animales (Kator et al., 2015; Roca et al., 2016).

El manejo tradicional de la pudricion blanda de tubérculos mediante fungicidas
sintéticos contamina el medio ambiente y afectan a los seres vivos (Widmer, 2019), y
Su uso continuo genera resistencia en los fitopatégenos, lo que conduce al incremento
de concentraciones del fungicida sintético para el manejo de la enfermedad (Ferreira
et al., 2020).

En afos recientes, han surgido avances relativos a la utilizacion de estrategias
agronomicas para el manejo de enfermedades en diversos cultivos, las cuales son
amigables con el ambiente, donde sobresale el uso de hongos como de agentes de
control biolodgico (Rubayet y Bhuiyan 2016; Yassin et al., 2021; Kim et al., 2023).

Los hongos del género Trichoderma son los agentes biol6gicos mas estudiados
y usados, debido a los buenos resultados en el control de enfermedades fungosas;
esto se debe a la diversidad de mecanismos de accidén que poseen (competencia por
espacio y nutrientes, micoparasitismo y antibiosis); ademas, este tipo de hongo
antagonista produce metabolitos secundarios que promueven el crecimiento vegetal y
activan los mecanismos de defensa de las plantas, e incrementan la produccion y
calidad de las cosechas (Yao et al., 2023). Los tratamientos con este hongo se
direccionan a la semilla, plantulas, agua de riego y al follaje; por otro lado, existen
estudios donde se ha comprobado la compatibilidad de Trichoderma con fungicidas
sintéticos comerciales, para su uso en mezclas en el control de enfermedades
fungosas en diversos cultivos (Manandhar et al., 2020; Arain et al., 2022; Dinkwar et
al., 2023).

En Meéxico no existen estudios sobre la compatibilidad de especies de
Trichoderma en mezclas con fungicidas sobre todo dirigidos al control de la pudricion
blanda de los tubérculos de papa. Por ello, en el presente trabajo se determiné la
efectividad biologica in vitro de diferentes concentraciones de fungicidas sintéticos en
la inhibicion del crecimiento micelial y formacion de esclerocios de S. rolfsii; asi como
el efecto in vitro de los fungicidas sobre el crecimiento micelial de Trichoderma

afroharzianum, T. asperelloides, T. asperellum y, T. azevedoi. Por lo anterior, se
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planted la siguiente hipétesis; al menos una molécula de fungicida quimico afecta el
crecimiento micelial y formacién de esclerocios de Sclerotium rolfsii y al menos una

especie Trichoderma es tolerante a una o0 mas molécula de los fungicidas sintéticos.
3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Obtencién de aislados

Se utilizaron los aislados de S. rolfsii (Scr4) y de Trichoderma afroharzianum
(TES24), T. asperelloides (TAM74), T. asperellum (TAF75) y T. azevedoi T. (TAI73),
proporcionados por el banco microbiologico del Laboratorio de Diagndéstico
Fitosanitario de la JLSVVF. Los aislados se obtuvieron de suelo de parcelas
comerciales donde se sembr6 papa en ciclos agricolas previos en los municipios de
Ahome, Sinaloa y Caborca, Sonora, México en 2019, 2020 y 2021 (Cuadro 3-1).

Cuadro 3-1. Especies y aislados de Trichoderma, sitio, afio de colecta y codigo en el
Gen Bank

Especie/aislado Localidad '2‘3232 Cédi%oaﬁa Gen
Sclerotium rolfsii /Scra | ANOMe: ?g‘;g’%gggom‘m " | 2019 OR514113
T. asperelloides /TES24 Caborcaif;gggaégé'06666 - 2020 OR521164
T. azevedoi /TAI73 Ahome, fé%a_‘gof)aégifl%g‘r’ ) 2021 OR521181
T. afroharzianum/TAF75 | AnOMe: fg:"s"?al/égé“gl“% ) 2021 OR521183
T. asperelum/TAM74 | Ahome, ?g‘g‘_g’;“igg’;g“% - 2021 OR521182

3.2.2. Sensibilidad in vitro de Sclerotium rolfsii a nueve fungicidas sintéticos

En este estudio se evalud la sensibilidad in vitro de un aislado de S. rolfsii (Scr4)
a los siguientes fungicidas: Tifluzamida (Summit Agro México), Tiabendazol (Arysta
LifeScience México), Mancozeb (Arysta LifeScience México), Propineb (Bayer Crop
Science), Procloraz (Adama, México), Propiconazol (Syngenta Agro), Tolclofos-metil
(valent), Carboxin+Captan (Arysta LifeScience) y Tiofanato de metilo (Arysta

LifeScience), contra el crecimiento micelial del hongo de la cepa SrP4 de S. rolfsii.
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Las pruebas se realizaron mediante la técnica de alimento envenenado (Nene y
Thapliyal, 1979), en cajas Petri de 90 mm de diametro, con 20 mL del medio de cultivo
Agar Dextrosa Papa (PDA) mezclado con las sustancias de pruebas a las
concentraciones: 0.01, 0.1, 1.0, 10 y 100 ppm. Como in6culo se utilizaron discos de
PDA de 5 mm de didmetro con crecimiento micelial activo y se transfirieron al centro
de la caja Petri. Los tratamientos se distribuyeron en un disefio completamente al azar
con arreglo factorial 9x5, con cinco repeticiones, donde el primer factor del arreglo fue
cada uno de los nueve fungicidas y el segundo factor correspondié a las cinco
concentraciones. Las cajas se sellaron con papel parafilm y se incubaron a 25 + 2 °C.

El tratamiento testigo consistioé en cinco cajas Petri con PDA sin fungicida.

La efectividad bioldgica de los fungicidas sobre el crecimiento micelial de S. rolfsii,
se determind mediante la medicion del crecimiento radial del micelio cada 24 h, lo cual
se inicio 24 h después de la siembra y culminé cuando el tratamiento testigo llend las

cajas Petri sin fungicida.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de S. rolfsii se calculé de
acuerdo con la siguiente ecuacion: 1= C-T/C X 100, donde: I=Porcentaje de inhibicion,
C=Crecimiento del patégeno testigo y T=Crecimiento del patégeno en tratamiento

(Vincent, 1947). El experimento se desarrollé en dos ocasiones.

3.2.3. Efecto de fungicidas sintéticos sobre la formacién de esclerocios de

Sclerotium rolfsii

Discos de PDA de 5 mm de diametro con crecimiento micelial activo de S. rolfsii
se transfirieron a cajas Petri con PDA que contenian fungicidas en las mismas
concentraciones descritas en la seccion anterior. El disefio de los tratamientos fue
completamente al azar con arreglo factorial 9x5, donde el primer factor fueron los
nueve fungicidas y el segundo factor correspondié a las cinco concentraciones. El
tratamiento testigo consistié en cinco cajas Petri con PDA sin fungicida. El nimero de
esclerocios se determin0 a los 21 dias después de la siembra. El experimento se

desarroll6 en dos ocasiones.

3.2.4. Sensibilidad in vitro de especies de Trichoderma a 10 fungicidas
sintéticos
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En este estudio se evalud la sensibilidad in vitro de T. afroharzianum, T.
asperelloides, T. asperellum y T. azevedoi a los fungicidas: Tifluzamida (Summi Agro
México), Tiabendazol (Arysta LifeScience México), Mancozeb (Arysta LifeScience
México), Propineb (Bayer Crop Science), Procloraz (Adama, México), Propiconazol
(Syngenta Agro), Carboxin+Captan (Arysta LifeScience México) y Tiofanato de metilo

(Arysta LifeScience), Fluazinam (Syngenta Agro) y TCMTB (Summit Agro México).

El ensayo se realiz6 con base en la técnica descrita por Nene y Thapliyal (1979),
para lo cual se utilizaron cajas Petri de 90 mm de diametro, con 20 mL de PDA,
conteniendo las sustancias de pruebas a las concentraciones: 100, 500, 1000 y 2000
ppm. Como indculo, se utilizaron discos de PDA de 5 mm de diametro con crecimiento
micelial activo, los cuales se colocaron en el centro de la caja Petri. Los tratamientos
se distribuyeron en un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial
4x10x4, donde el primer factor fue en nimero de especies de Trichoderma, el segundo
a los diez fungicidas y el tercero a las cuatro concentraciones de fungicidas. Las cajas
se sellaron con papel parafilm y se incubaron a 25 = 2 °C. El tratamiento testigo
consistio en cuatro cajas Petri con PDA sin fungicida. El experimento se desarrollé en

dos ocasiones.

La efectividad biolégica de los fungicidas sobre el crecimiento micelial de las
cuatro especies de Trichoderma, se determind mediante la medicion del crecimiento
radial del micelio cada 24 h lo cual se inici6 24 h después de la siembra y culminé

cuando cada una de las especies de Trichoderma llend las cajas Petri testigo.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de la especie de Trichoderma
se calcul6 de acuerdo con la siguiente formula: 1= C-T/C X 100, donde: I=Porcentaje
de inhibicion, C=Crecimiento del antagonista testigo, T=Crecimiento del antagonista

en tratamiento (Vincent, 1947).
3.2.5. Andlisis estadisticos de datos

Los datos de inhibicidén del crecimiento radial y de la produccion de esclerocios
de S. rolfsii en las diferentes concentraciones de los fungicidas se sometieron a
ANOVA en el paquete estadistico (SAS 9.0, SAS Institute Inc., North Carolina, EUA).
La comparacion de medias fue mediante la prueba de Tukey (P=0.05) (Little y Hills,
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1973). Los datos sobre la inhibicion del crecimiento micelial, de las cuatro especies,

de Trichoderma por los fungicidas se sometieron a los mismos andlisis estadisticos.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Efectividad bioldgica in vitro de fungicidas quimicos en la inhibicion del

crecimiento micelial de Sclerotium rolfsii

El analisis de varianza factorial entre fungicidas mostro diferencias significativas
(F=65687.3, P< 0.0001). También se reflejaron diferencias significativas (F=141381,
P< 0.0001) entre las concentraciones de fungicidas. La interaccion de fungicidas y
concentraciones de fungicidas también fue significativa (F=9142.35, P< 0.0001), lo que
implica una sensibilidad diferencial de S. rolfsii a las concentraciones de los fungicidas

en estudio (Cuadro 3-2).

Cuadro 3-2. Andlisis de varianza factorial del porcentaje de inhibicién in vitro del

crecimiento micelial de S. rolfsii a cuatro concentraciones de nueve fungicidas.

Suma de

Fuente GL Valor de F
cuadrados

Fungicidas 8 174055.4360* 65687.3°

Concentraciones de fungicidas 4 187313.2096* 141381

Fungicidas X concentraciones de fungicidas 32 96900.0220* 9142.35

*El andlisis de varianza se efectu6 con datos transformados a la forma Arc sin** usando el tipo
lll de la suma de cuadrados de los procedimientos de modelos lineares generales (GLM) de
SAS. b= Efecto significativo a P< 0.0001.

La inhibicion del crecimiento micelial de S. rolfsii por los fungicidas Tifluzamida,
Propineb y Propiconazol a la concentracion de 0.01 ppm vari6é de 5.7 a 32.7 %, con
diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos, mientras que el resto de los
fungicidas, a las mismas concentraciones no ejercieron inhibicion en el crecimiento

micelial del hongo.

La inhibicién del crecimiento micelial de S. rolfsii por los fungicidas Tifluzamida,
Carboxin+Captan, Propiconazol, Propineb, Procloraz y Tiabendazol a las
concentraciones 0.1 ppm fue de 6.8 a 78.1 %, con diferencias significativas (P<0.05)

entre estos; a su vez los tratamientos fueron significativamente diferentes al efecto del
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resto de los fungicidas, donde no ocurrio la inhibicion del crecimiento micelial del

patogeno (Cuadro 3-3).

Los fungicidas Tifluzamida, Propineb, Propiconazol, Carboxin+Captan,
Tolclofos-metil, Procloraz y Tiabendazol, a la concentraciébn de 1 ppm, ejercieron
inhibicion del crecimiento micelial de 7.1-93.1 %, con diferencias significativas (P<0.05)
entre tratamientos; sobresalieron Tifluzamida y Carboxin+Captan en su efectividad
biolégica, mientras que Mancozeb y Tiofanato de metilo no inhibieron el crecimiento

micelial del hongo (Cuadro 3-3).

La concentracion de 10 ppm, en todos los fungicidas inhibieron el crecimiento
micelial del hongo, resaltando por su eficacia Propiconazol, Carboxin+Captan y
Tolclofos-metil, los cuales inhibieron el 100 % del crecimiento micelial, sin diferencias
significativas (P>0.05) entre estos tratamientos, pero si las hubo con respecto al resto
de los fungicidas donde el crecimiento micelial varié de 6.6 a 92.4 %, donde la

Tifluzamida mostré el mayor efecto inhibitorio (Cuadro 3-3).

Fue evidente la inhibicion del crecimiento micelial de S. rolfsii por los fungicidas
Tifluzamida, Propiconazol, Carboxin+Captan, Procloraz y Tolclofos-metil a la
concentracion de 100 ppm, con inhibicién del crecimiento micelial de 93.0 a 100 %,
con diferencias significativas (P<0.05) entre estos tratamientos. La inhibicion micelial
por los fungicidas Propineb, Tiabendazol, Mancozeb y Tiofanato de metilo vari6 de 8.1
a 75.0 % con diferencias significativas (P<0.05) entre éstos y a su vez con el resto de

los fungicidas (Cuadro 3-3).
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Cuadro 3-3. Porciento de inhibicion del crecimiento micelial de Sclerotium rolfsii por
nueve fungicidas sintéticos.

Porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial

Ppm

Tif? Prop Prp C+C Prc Tia Tol Man Tio
0.01 32.7*a* 122b 57c 0.0d 0.0d 0.0d 0.0d 0.0d 0.0d
0.1 78.1a 150d 182c 642b 140d 6.8e€ 0.0f 0.0f 0.0f
1.0 90.7b 16.0e 48.0d 93.1a 158e 7.4f 61.4c 0.0g 00g
10 92.4b 269d 100a 100a 33.0c 175f 100a 20.7e 6.6g

100 93.0b 411d 100a 100a 100a 209e 100a 750c 8.1f

Z Tif =Tifluzamida, Pro = Propineb, Prp= Propiconazol, C+C = Carboxin+Captan, Prc =
Procloraz, Tia = Tiabendazol, Tol = Tolclofos-metil, Man = Mancozeb y Tio =Tiofanato de
metilo.

*El ndmero en las filas expresa el promedio del porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial
de S. rolfsii por cada uno de los fungicidas.

** Medias con una letra en comun en las filas no son significativamente diferentes
(P=0.05) al someterse a la prueba de Tukey.

3.3.2. Efecto in vitro de fungicidas sintéticos sobre la formacion in vitro de
esclerocios de Sclerotium rolfsii

Hubo diferencias significativas (F=2524.74, P< 0.0001) en el numero de
esclerocios de S. rolfsii en PDA con los diferentes fungicidas quimicos; las cinco
concentraciones también mostraron diferencias significativas (F=10146.5, P< 0.0001)
en la produccion de las estructuras de resistencia del hongo; la interaccién entre los
fungicidas y las concentraciones, también fue significativa (F=642.22, P< 0.0001)
(Cuadro 3-4).

Cuadro 3-4. Analisis de varianza factorial de formacion de esclerocios por S. rolfsii en

PDA con cinco concentraciones de nueve fungicidas.

Suma de

Fuente GL cuadrados Valor de F
Fungicidas 9 386.840642* 2524.74°
Concentraciones de fungicidas 4 1554.645170* 10146.5
Fungicidas X concentraciones de fungicidas 36 98.400870* 642.22

*El analisis de varianza se efectu6 con datos transformados a la forma \/x -1 usando el tipo

[ll de la suma de cuadrados en el procedimiento GLM de SAS. b= Efecto significativo a P<
0.0001.
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La produccién de esclerocios vario de 157 a 180 por caja Petri en PDA con los
diferentes fungicidas en la concentracion de 0.01 ppm. EI menor numero de
esclerocios ocurrié en el medio de cultivo con Tifluzamida, Propineb o Procrolaz, los
cuales no mostraron diferencias (P=0.05) entre ellos, pero fueron diferentes al resto de
los fungicidas y también al testigo sin fungicida donde se contabilizaron 182

esclerocios por caja Petri (Cuadro 3-5).

A la concentracion de 0.1 ppm Tifluzamida y Carboxin+Captan ejercieron el
mayor efecto en la inhibicién de formacién de esclerocios con 147 y 148 de ellos,
respectivamente por caja Petri. En el resto de los tratamientos la produccién de
esclerocios vari6 de 161 a 171, con diferencias significativas (P<0.05) entre ellos
(Cuadro 3-5).

Sclerotium rolfsii no formd esclerocios en la concentracion de 1 ppm de
Tifluzamida, sin embargo, el nUmero de esclerocios por caja Petri varié de 69 a 162 en
el medio de cultivo con la misma concentracion de los diferentes fungicidas. Hubo
diferencias significativas (P=0.05) entre estos tratamientos y con el respecto al

tratamiento testigo, donde se produjeron 182 esclerocios por caja Petri (Cuadro 3-5).

No se formaron esclerocios en PDA con la concentracibn de 10 ppm de
Tifluzamida, Propineb y Carboxin+Captan, pero si se produjeron en el medio con el
resto de los fungicidas a la misma concentracion, con diferencias significativas
(P<0.05) entre tratamientos, donde el nimero de esclerocios varié de 22 a 146 por
caja Petri, la menor eficacia la demostro6 el Tiabendazol, pues este tratamiento mostro

la mayor cantidad esclerocios (Cuadro 3-5).

A la concentracion de 100 ppm de Tifluzamida, Procloraz, Propineb,
Propiconazol, Carboxin+Captan y Mancozeb inhibieron en su totalidad la formacion de
esclerocios, en el medio de cultivo, sin diferencias significativas (P>0.05) entre
tratamientos, pero si las hubo con respecto al nUmero de esclerocios (9 a 132) que se
produjeron en el medio con los fungicidas Tolclofos-metil, Tiabendazol y Tiofanato

metilico a la misma concentracion (Cuadro 3-5).
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Cuadro 3-5. Esclerocios de Sclerotium rolfsii por caja Petri con PDA adicionado con
las diferentes concentraciones con fungicidas

Fungicida/namero de esclerocios?

Ppm . . :
Tif Prc Pro Tol Prp C+C Tia Man Tio Tes
0.01 157c* 164cb 164cb 171a 173ab 174ab 174ab 178a 180a 182a
0.1 147¢ 162 cb 163 164 171ab 148c 167ab 161cb 162cb 182a
abc abc

1 Oe 92c 69 d 148 b 162 b 93c 161 b 78 d 148 b 182 a
10 0g 75d 0g 30e 129 c Og 146 b 22 f 131c 182 a
100 od od od 9c od od 132 b od 129b 182 a

zTif =Tifluzamida, Prc = Procloraz, Pro = Propineb, Tol = Tolclofos-metil, Prp= Propiconazol,
C+C = Carboxin+Captan, TC = TCMTB, Tia = Tiabendazol, Man = Mancozeb, Flu = Fluazinam,
Tio =Tiofanato de metilo y Testigo sin fungicida.

@ Esclerocios en PDA con diferentes concentraciones de fungicidas a los 21 dias después de
la siembra

* Medias con una letra en comdn en las filas no son significativamente diferentes
(P=0.05) de acuerdo al procedimiento de Tukey.

3.3.3. Sensibilidad in vitro de cuatro especies de Trichoderma a diez fungicidas

sintéticos

En el analisis de varianza factorial, las cuatro especies de Trichoderma
mostraron diferencias significativas en el porciento de inhibicion del crecimiento
micelial (F=9576.97, P< 0.0001). Las especies del hongo presentaron una respuesta
diferencial a los fungicidas incluidos en el presente estudio; de igual forma, los diez
fungicidas mostraron diferencias significativas (F=177350, P< 0.0001) en la inhibicion
de las especies del hongo. También hubo diferencias significativas (F=24772.8, P<
0.0001) entre las concentraciones. La interaccion entre los diez fungicidas y sus cuatro
respectivas concentraciones también fue significativa (F=5208, P< 0.0001); de manera
similar, la interaccion de las especies de Trichoderma y los diez fungicidas también
resultd significativas (F=4212.90, P< 0.0001). La interaccion entre las especies de
Trichoderma y las cuatro concentraciones de los fungicidas evaluadas arrojé
diferencias significativas (F=1173.88, P< 0.0001). Por ultimo, la interacciéon especies
de Trichoderma X fungicidas X concentraciones de fungicidas también fue significativa
(1211.06, P< 0.0001) (Cuadro 3-6).
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Cuadro 3-6. Andlisis de varianza factorial del porcentaje de inhibicion in vitro del
crecimiento micelial de cuatro especies de Trichoderma por cuatro concentraciones de

diez fungicidas

Suma de

Fuente GL cuadrados Valor de F
Especies de Trichoderma 3 4044.8603* 9576.97°
Fungicidas 9  74904.1540* 177350
Concentraciones de fungicidas 3 10462.8481*  24772.8
Fungicidas X concentraciones de fungicidas 27  2199.9104* 5208.70
Especies de Trichoderma X fungicidas 27  1779.3305* 4212.90

Especies de Trichoderma X concentraciones de

e 9 495.7913* 1173.88
fungicidas

Especies de Trichoderma X fungicidas x

. . 81 511.4926* 1211.06
concentraciones de fungicidas

*El andlisis de varianza se efectu6 con datos transformados a la forma Arc sen usando el tipo
lIl de la suma de cuadrados de los procedimientos de modelos lineares generales (GLM) de
SAS. b= Efecto significativo a P< 0.0001.

Los fungicidas Propineb y Tifluzamida a la concentracion de 100 ppm no
ejercieron inhibicion in vitro del desarrollo micelial de T. azevedoi (Figura 3-1 Ay B); el
resto de los fungicidas ejercieron inhibicion del desarrollo micelial de 30.8 a 100 %,
con diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05). T. azevedoi mostrd
sensibilidad a 2000 ppm, particularmente en el caso de Propineb. Al incrementar las
concentraciones de 500 a 2000 ppm, ocurri6 una marcada inhibicion del desarrollo
micelial por Tifluzamida, Mancozeb y Carboxin+Captan, pero sin inhibir el desarrollo
micelial en forma total, excepto en el caso de Carboxin+Captan a las concentraciones
de 1000 y 2000 ppm. En contraste, Fluazinam (Figura 3-1 C) y resto de los fungicidas
inhibieron el desarrollo micelial de T. azevedoi de 88.9 a 100 %, con diferencias

significativas (P<0.05) entre tratamientos (Cuadro 3-7).

Al igual que en T. azevedoi, T. afroharzianum no mostr6 sensibilidad a Propineb
a las concentraciones de 100 (Figura 3-1 D), 500 y 1000 ppm, pero si mostro
sensibilidad a 2000 ppm. La inhibicion del crecimiento micelial de T. afroharzianum se

incremento de manera gradual al incrementar las concentraciones de los fungicidas
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Tifluzamida, Mancozeb, Caboxin+Captan y Fluazinam, pero se mostré un 100 % de
inhibicion del crecimiento micelial cuando el hongo se sembr6 en PDA con las
diferentes concentraciones del resto de los fungicidas, incluyendo la concentracion 100

ppm de Propiconazol que inhibié el 100 % del crecimiento micelial (Figura 3-1 E).

Los fungicidas Propineb (Figura 3-1 F) y Tifluzamida a la concentracion de 100 y
500 ppm no ejercieron efecto inhibitorio in vitro sobre el crecimiento micelial de T.
asperellum; el hongo sélo presentd sensibilidad a la concentracién de 1000 y 2000
ppm de ambos fungicidas; en cambio, Mancozeb y Carboxin+Captan ejercieron
inhibicién del crecimiento micelial de 36.7 a 92.2 %. El resto de los fungicidas ejercié
inhibicién in vitro de 95.0 al 100 % independientemente de sus concentraciones, como
es el caso del Tiabendazol inhibio el 100% del crecimiento micelial a la concentracion
de 100 ppm (Cuadro 3-7; Figura 3-1 G).

El crecimiento micelial de T. asperelloides fue inhibido por las diferentes
concentraciones de todos los fungicidas. Los fungicidas Propineb, Tifluzamida (Figura
3-1 H) y Mancozeb redujeron el crecimiento micelial 54.9 a 80.0 %; la mezcla de
Carboxin+Captan a la concentracion de 100 ppm inhibi6 el crecimiento micelial 23.2
%; pero la misma combinacion de fungicidas a las concentraciones de 500, 1000 y
2000 ppm inhibid el crecimiento micelial un 100 %(Figura 3-1 1); resultados similares
se observaron cuando se utilizaron las mismas concentraciones del resto de los
fungicidas donde la inhibicion del crecimiento micelial varié de 94.6 a 100 % (Cuadro
3-7).
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Cuadro 3-7. Porciento de inhibicion del crecimiento micelial de T. azevedoi, T.
afroharzianum, T. asperellum y T. asperelloides por diez fungicidas sintéticos

Porcentaje de inhibicidon de crecimiento micelial

ppm , . .
Pro? Tif Man C+C Flu TC Prp Prc Tia Tio

5 100 0.0e 0.0e 30.8d | 73.0c | 889b | 100a 100a | 100 a 100a | 100 a
]

Q 500 0.0e | 334e | 53.0d | 90.4c | 90.7b | 100a | 100 a 100a | 100a | 100 a
ﬁ 1000 | 0.0e | 54.8d | 56.5c | 100a | 92.2b | 100a | 100a | 100a | 100a | 100 a
= 2000 | 58.0e | 789c | 66.4d | 100a | 939b | 100a | 100 a 100a | 100a | 100 a
% 100 0.0g 63.3e | 37.3f | 822d | 92.1c | 97.3b | 100a 100 a 100 a 100 a
.§ 500 0.0f 69.6d | 54.2e | 855c | 929b | 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a
g 1000 0.0f 820d | 574e | 87.8c | 943b | 100a | 100 a 100a | 100a | 100 a
E 2000 | 88.6¢c | 87.0c | 73.4d | 97.0b | 955b | 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a
= 100 0.0e 0.0e 36.7d | 43.7¢c | 95.0b | 100 a 100a | 100 a 100a | 100 a
% 500 0.0e 0.0e 428d | 783c | 97.0b | 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a
%‘ 1000 36.2f | 474d | 459e | 87.6¢c | 97.8b | 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a
~ | 2000 | 385f | 73.7d | 48.2e | 92.2c | 985b | 100a | 100a 100a | 100a | 100 a
é 100 549e | 58.0c | 57.3d | 23.2f | 946b | 100 a 100a | 100 a 100a | 100 a
% 500 56.3d | 58.7c | 58.6¢c | 100a | 96.1b | 100a 100 a 100 a 100 a 100 a
g 1000 | 58.1e | 69.4c | 62.0d | 100a | 97.1b | 100a | 100 a 100a | 100a | 100 a
ﬁ 2000 | 61.1e | 80.0c | 68.3d | 100a | 978b | 100a | 100 a 100a | 100a | 100 a

‘Pro = Propineb, Tif =Tifluzamida, Man Mancozeb, C+C = Carboxin+Captan, Flu =

Fluazinam, TC = TCMTB, Prp= Propiconazol, Prc

=Tiofanato de metilo.
*El ndmero en las filas expresa el promedio del porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial
T. azevedoi, T. afroharzianum, T. asperellum y T. asperelloides por cada uno de los fungicidas.
** Medias con una letra en comun en las filas no son significativamente diferentes (P=0.05)

Tukey.

Procloraz, Tia = Tiabendazol y Tio
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Figura 3-1. Inhibicién del crecimiento micelial de cuatro especies de Trichoderma por
fungicidas sintéticos. A. T. azevedoi-Propineb 100 ppm; B. T. azevedoi-Tifluzamida
100 ppm; C. T. azevedoi-Fluazinam 100 ppm; D. T. afroharzianum-Propineb 100 ppm;
E. T. afroharzianum-Propiconazol 100 ppm; F. T. asperellum-Propineb 100 ppm; G. T.
asperellum-Tiabendazol 100 ppm; H. T. asperelloides-Tifluzamida 100 ppm; I. T.
asperelloides- TCMTB 100 ppm.
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3.4. DISCUSION

En el presente estudio Tifluzamida ejerci6 un mayor efecto in vitro sobre el
crecimiento micelial de S. rolfsii en las cinco concentraciones estudiadas; aun cuando
no existen estudios de referencia sobre el efecto de este fungida sobre la inhibicion in
vitro del crecimiento micelial del hongo, estudios en China indicaron que el mismo
fungicida tiene efecto preventivo contra la pudricion blanda en Dendrobium officinale
(Yajun et al., 2018).

De igual manera, Propineb inhibié el crecimiento micelial del hongo, lo que
coincide con estudios previos donde se utilizo la concentracion de 100 ppm de dicho
fungicida (Shirsole et al., 2019), el cual inhibi6 el 75.4 % del crecimiento micelial de S.
rolfsii obtenido de garbanzo (Cicer arietinum) en la india; por otro lado, Vikram et al.
(2023) evaluaron la misma molécula a 150 ppm e inhibid 17.7 % el crecimiento micelial
del hongo de plantas de trigo en el mismo pais, lo cual contrasta con los resultados del
presente estudio. Por otro lado, Mancozeb mostré inhibicion del fitopatdégeno a la
concentracion de 100 ppm, lo que coincide con Shirsole y colaboradores en (2019),
quienes encontraron que este fungicida inhibié el crecimiento del hongo en un 100 %
a la misma concentracion; mientras que Vikram et al. (2023) encontraron que el
fungicida a 50, 20 y 150 ppm, inhibié el crecimiento micelial del hongo en un 57.0 y
100 %, en forma respectiva; en cambio Das et al. (2014) consignaron una inhibicion
de 20.0 % a 100 ppm, lo que contrasté con Chandra et al. (2020), quienes registraron
gue el mismo fungicida a 250 ppm inhibié 6.3 % del crecimiento micelial del hongo
proveniente de plantas de tomate en la India. En este estudio la mezcla
Carboxin+Captan inhibio totalmente a S. rolfsii a las concentraciones de 10y 100 ppm,
lo que contrasté con los resultados de Das et al. (2014), quienes determinaron que
Carboxin en mezcla con Tiram, inhibio el crecimiento del hongo en un 86.4 y 100.0 %,
respectivamente, a las mismas dosis, lo que podria deberse a una sinergia al combinar

ambas moléculas.

Propiconazol ejercid efecto inhibitorio del patdgeno comparable con resultados
consignados por Das et al. (2014) quienes evaluaron a 1, 10 y 100 ppm de dicha

molécula, lo que inhibié un 27.2, 55.5 y 88.0 %, respectivamente, del crecimiento de
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S. rolfsii aislado de plantas de berenjena (Solanum melongena) en la India; resultados
similares fueron obtenidos por Prasad et al. (2017) en el mismo pais, quienes
encontraron que este mismo fungicida inhibié el 100 % del crecimiento micelial del
hongo obtenido de plantas de tomate a la concentracion de 150 ppm. Lo que contrasta
con los resultados de Das et al. (2014) quienes indicaron que el fungicida no inhibié al
crecimiento micelial del patdgeno a 1, 10 y 50 ppm, pero si inhibié (19.4 %) a la

concentracion de 100 ppm, lo que coincide con los resultados del presente estudio.

Con relacion a la produccion de esclerocios por S. rolfsii en PDA, Tifluzamida,
Procloraz, Propineb, Propiconazol, Carboxin+Captan y Mancozeb inhibieron la
formacién de esclerocios a la concentracion de 100 ppm, lo cual contrasté con los
fungicidas del grupo de los Benzimidazoles (Tiabendazol y Tiofanato de metilo).
Estudios previos indican que el Tiabendazol a la concentracion de 4,000 ppm inhibié
la formacién de esclerocios de S. rolfsii obtenidos de plantas de cebolla, chile, tomate
y cebada (Pérez-Moreno et al., 2009), lo que coincide con nuestros resultados ya que
la disminucién en la formacion de esclerocios estuvo relacionada con el incremento de
las concentraciones del fungicida. Por otra parte, estudios adicionales indicaron que la
evaluacion in vitro de Mancozeb a 2,000 ppm redujo de 545 a 272 esclerocios de S.
rolfsii obtenidos de plantas de berenjena en Bangladesh (Siddique et al., 2016), dichos
resultados contrastan con lo obtenido en el presente estudio, ya que a 100 ppm se
inhibié completamente la produccion de esclerocios, lo cual indica variabilidad en la
sensibilidad del hongo a esta molécula. Los resultados del presente estudio sugieren
gue Tifluzamida, Procloraz, Propineb, Propiconazol, Carboxin+Captan y Mancozeb
pueden reducir la produccién de esclerocios in vitro, lo que indica que estos fungicidas

muestran potencial para la disminucion de dichas estructuras en campo.

Los fungicidas Propineb, Tifluzamida y Mancozeb mostraron el menor efecto en
el crecimiento micelial de T. azevedoi, T. afroharzianum, T. asperellum y T.
asperelloides, respuesta diferencial de estas especies a los fungicidas y a sus
respectivas concentraciones. En general, T. azevedoi, y T. afroharzianum mostraron
el menor efecto inhibitorio por las diferentes concentraciones de Propineb. Estos
resultados concuerdan con los sefialados por Manandhar et al. (2020) quienes, en

Nepal, determinaron que T. harzianum y el aislado T22 in vitro a 100 ppm no se
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inhibieron por Propineb, mientras que T. asperellum, T. viride y el aislado T69 fue
inhibido en un 13.1, 28.7 y 0.8 %, respectivamente; estos aislados se obtuvieron de la
rizosfera de hortalizas en Nepal. Estos mismos autores registraron que Mancozeb a
100 ppm inhibi6é un 10.8, 16.2, 28.3, 31.2 y 46.6 %, a T. harzianum, T. viride, T.
asperellum, T22 y T69, respectivamente, lo que contrasta con los hallazgos de
Gonzélez et al. (2020), quienes registraron que Trichoderma reesei no fue inhibido a

100 ppm.

En el presente estudio Propiconazol inhibio el 100 % del crecimiento micelial de
las cepas de Trichoderma a concentracion de 100 ppm. En contraste, Zapata y
colaboradores (2023), encontraron que después de cinco dias del inicio del estudio, el
mismo fungicida a 1.25 mL/L* inhibi6é 31.0 % el crecimiento micelial de T. koningiopsis
(Tri-cotec® WG en Colombia). Esto mismos autores registraron que Fluazinam inhibio
39.6 % a las dosis de 1 mL /L%, lo que contrasta con lo obtenido en este estudio, ya
gue la inhibicién del crecimiento micelial de las cuatro especies de Trichoderma vario
de 88.9 a 98.5 %. También registraron que Procloraz y el Tiabendazol inhibieron
completamente el crecimiento micelial, lo cual también coincide con nuestros

resultados.

La diferencia en la sensibilidad de los aislados de S. rolfsii y las especies de
Trichoderma a los diferentes fungicidas evaluadas en este estudio y comparadas con
otros trabajos de investigacion podria deberse al uso constante de los fungicidas en
los diferentes cultivos, donde la exposicion del hongo a estos productos varia de
acuerdo a manejo agronomico de la especie vegetal y a través del tiempo el hongo se
adapta a altas dosis de fungicidas sintéticos, para el manejo de la enfermedad (Pérez-
Moreno et al., 2009; Chaparro et al., 2011).

Los resultados del presente estudio abren nuevas lineas de investigacion
relacionadas con estudios de efectividad de los fungicidas a nivel de invernadero y
campo; en este sentido, se debe determinar la efectividad de las moléculas que
resultaron eficientes en la inhibicion in vitro del patégeno. También se debe de evaluar

la etapa fenoldgica del cultivo mas adecuada, asi como la concentracion y el nimero
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de aplicaciones para el manejo de la pudricién blanda del tubérculo de papa causada

por S. rolfsii en campo.

La combinacién de las especies de Trichoderma con los fungicidas Tifluzamida y
Propineb y el efecto in vitro de éstos contra S. rolfsii representa una opcion para el
productor en el control de la pudricién blanda del tubérculo de papa. Este enfoque se
ha practicado para el control de esta enfermedad en el cultivo de papa (Rubayet y
Bhuiyan, 2016). Futuros proyectos deberian de orientarse hacia la disminucién de la
concentracion de los fungicidas al mezclarse con especies antagonicas de
Trichoderma, con el objetivo de reducir la contaminacion del medio ambiente y sobre

todo la de los tubérculos.
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CAPITULO 4. CONTROL BIOLOGICO DE LA PUDRICION
BLANDA DE LA PAPA CAUSADA POR Sclerotium rolfsii, MEDIANTE
EL USO DE ESPECIES DE Trichoderma Y BUSQUEDA DE
VARIEDADES de PAPA RESISTENTES

RESUMEN

La pudricion blanda de la papa causada por Sclerotium rolfsii provoca pérdidas del 20
% en Sonora y Sinaloa. Para el manejo eficiente de esta enfermedad se requiere
cambiar de estrategia ya que solo se utiliza el control quimico; sin embargo, en México
es necesario contar con otras medidas para el control de la enfermedad. Por lo anterior,
en el presente estudio se evaluaron el uso de Trichoderma azevedoi, T. afroharzianum,
T. Asperellum y T. asperelloides, el uso de fungicidas sintéticos y la combinacion de
estos dos manejos sobre el efecto en la incidencia, severidad de la enfermedad y
rendimiento del cultivo de papa. Ademas, se evalud la susceptibilidad de seis
variedades de papa en laboratorio, cinco variedades en invernadero y ocho variedades
en campo. Las cuatro especies de Trichoderma fue el mejor tratamiento donde se
presentd la menor incidencia, severidad y mayor rendimiento del cultivo, seguido por
el tratamiento de la mezcla de las cuatro especies de Trichoderma + fungicidas
sintéticos y por ultimo el uso de fungicida sintético, dichos tratamientos se aplicaron en
diferentes etapas fenoldgicas del cultivo. Por otro lado, todas las variedades de papa
fueron susceptibles al hongo en camara humeda e invernadero, donde la variedad
Fianna fue la menos susceptible, mientras que en campo la variedad Orquesta fue la
mas susceptible. Los resultados sugieren que la aplicacion conjunta de las aplicacion
de las especies de Trichoderma solo o en combinacion con fungicidas sintéticos
durante el tratamiento de los tubérculos, siembra de estos y diferentes riegos y el uso
de las variedades de papa menos susceptibles disminuiran los dafios ocasionados por
la pudricion blanda en el cultivo; aunado a esto, dicha estrategia bajara los costos de
produccion, mejorara la calidad, producciéon y disminuird la emision de los

contaminantes sintéticos al ambiente.

Palabras claves: Fitopatdgeno, control, produccion, calidad,
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ABSTRACT

Soft rot of potato caused by Sclerotium rolfsii causes losses of 20 % in Sonora and
Sinaloa. For the efficient management of this disease, it is necessary to change the
strategy since only chemical control is used; However, in Mexico it is necessary to have
other measures for the control of the disease. Therefore, in the present study the use
of Trichoderma azevedoi, T. afroharzianum, T. Asperellum and T. asperelloides, the
use of synthetic fungicides and the combination of these two managements on the
effect on the incidence, severity of the disease and yield of the potato crop are
evaluated. In addition, the susceptibility of six potato varieties in the laboratory, five
varieties in the greenhouse and eight varieties in the field were evaluated. The four
species of Trichoderma were the best treatment where the lowest incidence, severity
and highest crop yield occurred, followed by the treatment of the mixture of the four
species of Trichoderma + synthetic fungicides and finally the use of synthetic fungicide,
these treatments were applied at different phenological stages of the crop. On the other
hand, all potato varieties were susceptible to the fungus in humid chamber and
greenhouse, where the Fianna variety was the least susceptible, while in the field the
Orquesta variety was the most susceptible. The results suggest that the joint
application of the applications of the Trichoderma species alone or in combination with
synthetic fungicides during the treatment of the tubers, planting of these and different
irrigations and the use of the less susceptible potato varieties will reduce the damage
caused by soft rot in the crop; In addition to this, this strategy will reduce production
costs, improve quality, production and decrease the emission of synthetic pollutants to

the environment.

Keywords: Phytopathogen, control, production, quality.
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4.1. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los alimentos de mayor demanda en
el mundo, su produccion mundial fue de 470 millones t en 2022 (FAO, 2022). En
México se establecieron 62,440 ha, de las cuales se cosecharon 1,986,1981 t con un
valor de producciéon de 17,426,448,880 de pesos (SIAP, 2023).

El principal factor que limita la produccion del cultivo son las enfermedades
fungosas donde sobresalen la marchitez y pudricion seca de tubérculos (Fusarium
spp), el pafo de la papa (Colletotrichum coccodes), marchitez de la papa (Verticillum
dahliae), sarna plateada (Helminthosporium solani), costra negra de la papa
(Rhizoctonia solani), moho blanco (Sclerotinia sclerotiorum) y pudricién blanda de la
papa (Sclerotium rolfsii) entre otros (Johnson y Dung, 2010; Atkinson et al., 2011;
Roca et al., 2016; Azil et al., 2021; Linyu et al., 2022; Félix et al., 2024).

Sclerotium rolfsii, afecta alrededor de 500 especies de plantas donde se incluye
la papa (Roca et al., 2016; Nandi et al., 2017). El hongo causa lesiones de color marrén
oscuro en la base del tallo, donde produce micelio blanco en forma de abanico y
esclerocios; conforme la enfermedad avanza, la planta presenta amarillamiento de las
hojas inferiores, marchitez, hasta causar la muerte de ésta (Daami et al., 2012); en
tubérculos, el hongo causa lesiones hundidas color marrén, donde se produce
pudricion blanda, conforme la enfermedad avanza el hongo invade todo el interior del
tubérculo donde produce los esclerocios; la enfermedad provoca la disminucion de la

produccion hasta un 60 % (Haque y Khan, 1977; Daami et al., 2012).

El hongo coloniza residuos vegetales en el suelo y sobrevive en forma de
esclerocios, los cuales se dispersan por medio del viento, agua, maquinaria, residuos
vegetales, suelo y animales (Kator et al., 2015; Roca et al., 2016). Estas estructuras
de resistencia permanecen en el suelo durante afios y germinan cuando se presentan
temperaturas entre los 15 a 35 °C y alta humedad en el suelo, para después iniciar el

proceso de infeccion sobre el tejido vegetal (Dong et al., 2022).

El uso de fungicidas quimicos como Unica estrategia de control de la pudricion

blanda en papa no es la adecuada, ya que S. rolfsii puede desarrollar resistencia a
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estos productos (Pérez-Moreno et al., 2009; Song et al., 2024); por lo cual, se
recomienda un manejo integrado de la enfermedad. La resistencia genética ha sido
una opcion en el manejo de S. rolfsii en alfalfa, pimiento, cacahuate y tomate; sin
embargo, en el cultivo de papa no se han encontrado variedades resistentes, pero si
variedades menos susceptibles a la enfermedad (Flores-Moctezuma et al., 2006;
Daami et al., 2012). Por otro lado, el manejo integrado de la pudricion blanda de la
papa mediante el uso de mezcla de Trichoderma harzianum, aceite de semilla de
mostaza y el fungicida Carboxin ha sido satisfactorio en Indonesia (Rubayet y Bhuiyan,
2016).

En México no existen estudios sustentados en el manejo integrado de la pudricién
blanda en el cultivo de papa; en el presente estudio se evalud la susceptibilidad de
variedades de papa a S. rolfsii, asi como el efecto de los tratamientos con base en la
mezcla de cuatro especies de Trichoderma, fungicidas sintéticos y la combinacion de
estos dos métodos de manejo sobre la incidencia, severidad de la enfermedad y el
rendimiento del cultivo de papa en campo. Por lo anterior, se plante6 la siguiente
hipotesis; la pudricion blanda del tubérculo de papa se puede manejar con el uso de

especies de Trichoderma, productos quimicos y al menos una variedad de papa.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Obtenciéon de aislados

Los aislados de S. rolfsii (Scrd4) y T. afroharzianum (TES24), T. asperelloides
(TAM74), T. asperellum (TAF75) y T. azevedoi T. (TAI73), se obtuvieron del banco
microbiologico del Laboratorio de Diagnostico Fitosanitario de la JLSVVF, ubicada en
Ahome, Sinaloa. Los aislados se recolectaron en suelos los municipios de Ahome,
Sinaloa y Caborca, Sonora, México en 2019, 2020 y 2021 donde se ha sembrado papa

durante varios ciclos agricolas en (Cuadro 4-1).
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Cuadro 4-1. Especies de hongos fitopatdgenos y antagonicos incluidos en el presente
estudio

Especie/aislado Localidad/ Coordenadas ?crjl(;:tg Cabdigo en Gen Bank
Sclerotium rolfsii /Scr4 Ahome, %138155501944 ) 2019 OR514113
T. asperelloides /TES24 Caborca’llszo_ggggé(’%% ; 2020 OR521164
T. azevedoi ITAI73 Ahome, f(i)%"’.‘;"%%ffl%% ) 2021 OR521181
T. afroharzianum/TAF75 Ahome, fé%f"s‘;allggé“g“% ) 2021 OR521183
T. asperellum/TAM74 Ahome, ??§§%§§é491445 ; 2021 OR521182

4.2.2. Evaluacion de Trichoderma spp., fungicidas sintéticos y su combinacion

sobre el manejo de la pudricién blanda del tubérculo de papa en campo

El estudio se establecié en un predio comercial de 15 ha con el suelo de tipo de
franco-arcilloso (pH 7.2) infestado de manera natural por S. rolfsii, donde en afos
previos ocurrio una incidencia del 10 % de pudricion blanda en los tubérculos de papa.
Dos experimentos se establecieron el 5 de diciembre de 2021 y el segundo
experimento el 18 de noviembre de 2022, para cosechar en marzo cuando las
temperaturas maximas alcanzan 30 °C, la cual favorece el desarrollo de la
enfermedad. Tubérculos semilla variedad FL2027 libres de la enfermedad se
sembraron en este estudio. Las parcelas experimentales se fertilizaron de acuerdo con

las recomendaciones para productores en la region (Santos et al., 2016).

Los tratamientos consistieron en el establecimiento de tres distintos manejos de
la enfermedad en el cultivo: a) Trichoderma spp., b) fungicidas sintéticos y c)
Trichoderma spp.+fungicidas sintéticos. Los tratamientos se distribuyeron en franjas
con nueve réplicas; donde el primer tratamiento fue la mezcla de las cuatro especies
de Trichoderma, las cuales se asperjaron a las dosis de 5.0 L ha! (1.6 x 107 U.F.C./mL)
al momento de la siembra. Las mismas especies se aplicaron a la dosis de 2.5 L ha
mediante los riegos por aspersion (cinco riegos) con un intervalo de 20 dias entre
estos. El segundo tratamiento consistido en el uso de fungicidas sintéticos, el cual
consistié en nebulizar 5 L Mancozeb (400 g de i.a./L) al 8%, para 4 toneladas de

tubérculo semilla, los cuales se aplicaron al tubérculo semilla previo a la siembra con
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equipo de nebulizacién. Después, a inicio de floraciéon se asperj6 0.5 L ha? de
Fluazinam (500 g de i.a./L), mas dos aspersiones adicionales cada diez dias con el
mismo fungicida y a la misma dosis; ademas, se asperjaron 3 L ha* de Tolclofos metil
(750 g dei.a./L) alos 80y 95 dias mediante el sistema de riego por aspersion. El tercer
tratamiento consistio en la combinacion de las especies de Trichoderma y los
fungicidas a las dosis aqui indicadas. Cada tratamiento cubrié una superficie de 5.0
ha, con 59 surcos de 942 m de longitud y una separacion de 90 cm entre surcos. Para
determinar la eficacia de los tratamientos contra la pudricion blanda se consideraron
los dos surcos centrales de cada unidad experimental, para disminuir la interferencia

entre tratamientos de las parcelas.

Para determinar la efectividad biol6gica de los tratamientos en el control de la
enfermedad, al momento de la cosecha, en cada tratamiento se hicieron 9 secciones
de 2 m de longitud de las cuales se cosecharon los tubérculos, los cuales se lavaron y
secaron; se registré el peso de los tubérculos en cada punto de muestreo de cada

repeticion.

La incidencia y severidad de la enfermedad de los tubérculos cosechados se
calcul6 de acuerdo con lo descrito en el apartado de susceptibilidad de diferentes

variedades de papa a S. rolfsii en condiciones de invernadero.

4.2.3. Evaluacioén de diferentes variedades de papa a Sclerotium rolfsii en

condiciones de laboratorio

El aislado Scr4 de S. rolfsii se transfirio a Papa Dextrosa Agar (PDA) e incubé a
28 °C por 7 dias. Los tubérculos de las vars. Atlantic, Fianna, FL1869, FL2027, FL1867
y Orquesta se lavaron y desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3% durante 5 minutos,
enseguida se lavaron tres veces con agua destilada estéril. Doce tubérculos de cada
variedad se colocaron en camaras humedas. A cuatro tubérculos de cada variedad se
les hizo una lesion superficial de 5 mm de diametro, donde se coloco un disco de PDA
de 5 mm de didmetro con crecimiento activo del hongo de 7 dias de edad; a cuatro
tubérculos adicionales se les coloco un disco con micelio, pero sin lesién. Como testigo
se incluyeron ocho tubérculos; a los que se les realizé una lesion de 5 mm de diametro

y se les sobrepuso un disco de PDA de las mismas dimensiones; los otros cuatro
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tubérculos permanecieron intactos y sobre ellos se colocé un disco de PDA. Los
tratamientos con cuatro repeticiones se distribuyeron en un arreglo completamente al
azar y se incubaron a 28 °C por 8 dias. El experimento se realiz6 dos veces con una

semana de diferencia entre estos.

La evaluacion de la susceptibilidad de los tubérculos de las variedades a S. rolfsii
se realizé a los ocho dias después de la inoculacion, para lo cual, se pesaron de
manera individual los tubérculos (Wi), después se peso el tejido con pudricién (Wf). El
porcentaje de pudricidon blanda se cuantificO mediante el procedimiento descrito por
Bourne et al. (1981) y Hildenbrand y Ninnemann, (1994):

Porcentaje de Pudricién (%) = ((Wi-Wf) / Wi) x 100

4.2.4. Susceptibilidad de diferentes variedades de papa a Sclerotium rolfsii en

condiciones de invernadero

La produccién de esclerocios de S. rolfsii se realizé en bolsas de polietileno de
alta densidad a la cual se le agregaron 750 g de olote molido previamente humedecido;
el sustrato se esteriliz6 dos veces a 121°C por 30 min. Las bolsas se enfriaron y cada
una se inoculd con cinco discos de PDA de 5 mm con crecimiento de S. rolfsii de 7
dias de edad y se incubaron a 27°C por 15 dias. Macetas de plastico con 10 kg de
suelo estéril apto para el cultivo de papa. Al suelo en cada maceta se le agregaron de

manera homogénea 120 esclerocios de S rolfsii.

Tubérculos de las vars. Atlantic, Fianna, FL1869, FL2027 y FL1867 se
desinfectaron con NaClO al 0.5% durante 5 minutos, se enjuagaron con agua destilada
en tres ocasiones. Los tratamientos se distribuyeron en un disefio completamente al
azar. Un tubérculo semilla brotado de papa de cada variedad se sembré por maceta
con cuatro repeticiones. En los ensayos se incluyeron testigos con suelo no infestado
en cada una de las variedades. Las plantas se fertilizaron una vez cada 15 dias con 5
g de triple 17, los riegos se realizaron de acuerdo con su demanda hidrica de las

plantas. Durante los experimentos, las temperaturas variaron de 20 a 37°C. Para
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determinar los niveles de susceptibilidad de las variedades, los tubérculos se

cosecharon 12 semanas después de la siembra.

La severidad de la enfermedad sobre los tubérculos en las distintas variedades
de papa se realizé6 mediante la escala del 0 a 4, de acuerdo con la estimacién del
porciento de la superficie de cada tubérculo con pudricion causada por el hongo.
Donde 0= tubérculo sin sintomas, 1=1-10%, 2= 11-20%, 3=21-40%, 4=41-59% y 5 60-
100%. El porcentaje de severidad de la enfermedad en los tubérculos de las diferentes
variedades se determind mediante el uso de la formula de (Townsend y Heuberger
1943):

dnivi

% de severidad de la enfermedad= X100
VN

Donde: ni= valor de la categoria, vi= niumero de tubérculos que entran en esa

categoria, V= valor de la categoria mas alta y N= niamero de tubérculos en la muestra.

4.2.5. Incidencia y severidad de pudricion blanda causada por Sclerotium rolfsii

en campos comerciales de papa en Sonora y Sinaloa, México

La evaluacion de incidencia de pudricion blanda de tubérculos de papa se llevo
a cabo al momento de la cosecha en 66 campos comerciales en el norte de Sinaloa y
en 17 de Sonora, en tres ciclos agricolas otofio e invierno (2021, 2022 y 2023). En
cada predio se recolectaron, 20 tubérculos al azar en cinco puntos de cada predio de
las variedades Alpha, Atlantic, Fianna, FL1867, FL1869, FL2027, Orquesta y Vivaldi
(Cuadro 4-2). En el laboratorio, los tubérculos se lavaron con agua corriente y se

secaron a temperatura ambiente.
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Cuadro 4-2. Variedades, sitio y afio de recoleccion de tubérculos de papa en campos

comerciales en Sonora y Sinaloa

Variedad Sitio de muestreo Coordenadas rii%i?rgi
Fianna Ej. Plan de Guadalupe, Sinaloa 25.7840000 -108.8765010 2021
Fianna Ejido Flores Magon, Sinaloa 25.7132900 -109.0162600 2021
Fianna Ejido 5 de mayo, Sinaloa 25.8655200 -108.9365340 2021
Fianna Ejido La Arrocera, Sinaloa 25.8264930 -109.9278940 2021
Fianna Ejido Santa Rosa, Sinaloa 25.8611960 -108.9629820 2021
Fianna Ejido Santa Rosa, Sinaloa 25.8220098 -108.8951750 2021
FL2027 Ejido La Arrocera, Sinaloa 25.8334990 -108.9288840 2021
FL1867 Ejido Compuertas, Sinaloa 25.8515870 -108.9997080 2021
FL2027 Ejido Louisiana, Sinaloa 25.8008280 -109.0562240 2021
Fianna Ejido Santa Rosa, Sinaloa 25.8719270 -108.8670660 2021
Fianna Ejido Plan de Ayala, Sinaloa 25.7704820 -109.0427640 2021
Fianna Ejido Santa Rosa, Sinaloa 25.8488450 -108.8651280 2021
Atlantic Ejido Santa Rosa, Sinaloa 25.8548040 -108.8861480 2021
Fianna Ejido Primero de Mayo, Sinaloa 25.7775310 -108.8742840 2021

Orquesta Ejido La Arrocera, Sinaloa 25.7955390 -108.8738850 2021

Fianna Ejido La Arrocera, Sinaloa 25.7934270 -108.9024110 2021
Atlantic Ejido Santa Rosa, Sinaloa 25.8715870 -108.8630130 2021
Fianna Ejido Mochis, Sinaloa 25.8141810 -109.0468120 2021
FL2027 Ejido Campo 35, Sinaloa 25.8704830 -108.9018910 2021
Fianna El Teroque, Sinaloa 25.8605790 -108.9602030 2021
Fianna Ejido Taxtes, Sinaloa 25.9032130 -108.9084100 2021
Fianna Ejido Jiquilpan, Sinaloa 25.7879140 -108.9247280 2021
Fianna Ejido Benito Juarez, Sinaloa 25.7761150 -109.0392390 2021
Fianna Ejido Flores Magon, Sinaloa 25.7384110 -109.0059030 2021
Fianna Ejido EI 19, Sinaloa, Sinaloa 25.9253440 -108.8105700 2021
Fianna Ejido 9 de diciembre, Sinaloa 25.7445720 -109.0136180 2021
Fianna Ejido Mochis, Sinaloa 25.8239980 -109.0270190 2021
Fianna Ejido Constancia, Sinaloa 25.8862620 -108.8543500 2021
Fianna Ejido Santa Rosa, Sinaloa 25.8715870 -108.8630130 2021
FL2027 Ejido 2 de abril, Sinaloa 25.7221680 -108.9678610 2021
Fianna Ejido 5 de mayo, Sinaloa 25.8315420 -108.9556010 2021
Alpha Ejido La Arrocera, Sinaloa 25.8346270 -108.8580820 2021
Fianna Ejido Constancia, Sinaloa 25.9458190 -108.8150950 2021
Fianna Ejido Plan de San Luis, Sinaloa 25.7742470 -109.0722910 2021
Vivaldi Ejido 20 de noviembre, Sinaloa 25.7408270 -108.9540310 2021
Fianna Ejido Louisiana, Sinaloa 25.7912690 -109.0560840 2021
Atlantic Ejido Plan de San Luis, Sinaloa 25.768479 -109.0473630 2021

Orquesta Campo 19, Sinaloa 25.900662 -108.8636250 2021
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Fianna
Fianna
Fianna
Fianna
FL1869
FL1867
FL2027
Fianna
Fianna
FL1867
FL2027
Atlantic
Fianna
Fianna
Fianna
Fianna
Fianna
Fianna
Fianna
Fianna
Fianna
Fianna
Fianna
Fianna
Fianna
Fianna
FL2027
Fianna
Orquesta
Orquesta
Fianna
Orquesta
Orquesta
Orquesta
FL-1867
FL-1867
FL-1867
Orquesta
Fianna
Fianna
Fianna
Fianna

Continuacion cuadro 4-2
Louisiana, Sinaloa

Plan de Ayala, Sinaloa
Plan de Ayala, Sinaloa
9 de Diciembre, Sinaloa
Ruiz Cortines, Sinaloa
Ruiz Cortines, Sinaloa
Zona Industrial, Sinaloa
Ruiz Cortines, Sinaloa
Ruiz Cortines, Sinaloa
Ruiz Cortines, Sinaloa
Campo 35, Sinaloa

El Capuli, Sinaloa

El Capuli, Sinaloa
Cerillos, Sinaloa
Campo 35, Sinaloa
Juan José Rios, Sinaloa
Campo 35, Sinaloa
Louisiana, Sinaloa
Cerillos, Sinaloa
Cerillos, Sinaloa

9 de Diciembre, Sinaloa
Ejido Mochis, Sinaloa

Albergue Santa rosa, Sinaloa

Plan de Ayala, Sinaloa
Ejido Mochis, Sinaloa
Primero de Mayo, Sinaloa
Primero de Mayo, Sinaloa
El Estero, Sinaloa

Plan de San Luis, Sinaloa
Caborca, Sonora
Caborca, Sonora
Caborca, Sonora
Caborca, Sonora
Caborca, Sonora
Caborca, Sonora
Caborca, Sonora
Caborca, Sonora
Caborca, Sonora
Caborca, Sonora
Caborca, Sonora
Caborca, Sonora
Caborca, Sonora

25.8129650 -109.0438460
25.7688900 -109.0450430
25.7780720 -109.0355910
25.7381420 -109.0232690
25.7219480 -108.7386090
25.7132770 -108.7738180
25.7808340 -108.9059290
25.7245330 -108.7521510
25.7245330 -108.7521510
25.6596560 -108.7604520
25.8301040 -108.8680480
25.8842920 -108.8289480
25.8901190 -108.8307800
25.8724280 -108.8801950
25.8595180 -108.8682700
25.7773740 -108.8594360
25.8315620 -108.9043040
25.8207090 -109.0811150
25.8500440 -108.8799200
25.8761840 -108.8941870
25.7460840 -109.0209960
25.8236500 -109.0353690
25.7974160 -108.8963240
25.7580730 -109.0388480
25.8197020 -109.0613400
25.7787660 -108.9199140
25.7810570 -108.9255590
25.7821270 -108.8690560
25.7614343 -109.0729434
30.9375080 -111.967640
30.918985 -111.915403
31.060360 -111.842066
30.575723 -112.372858
31.010752 -112.045171
30.921463 -111.995328
31.005640 -112.035805
30.728576 -112.071323
31.069011 -112.359809
30.971615 -111.814959
30.989654 -111.933815
30.921463 -111.995328
30.918459 -111.915401

2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2022
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023
2023

59



Continuacién cuadro 4-2

Fianna Caborca, Sonora 31.123086 -112.227412 2023
Fianna Caborca, Sonora 30.955782 -111.871367 2023
Fianna Caborca, Sonora 30.548782 -112.264823 2023

La incidencia y severidad de la enfermedad en los tubérculos cosechados se estimé
como se describe en el experimento sobre susceptibilidad de diferentes variedades de

papa a S. rolfsii en condiciones de invernadero.

4.2.6. Analisis estadistico de datos

Los datos de porcentaje de severidad de la enfermedad en las diferentes
variedades a nivel de laboratorio, invernadero y produccion en las parcelas que
recibieron los diferentes tratamientos se sometieron a ANOVA en el paquete
estadistico (SAS 9.0 SAS Institute Inc., North Carolina, EUA). La comparacion de
medias fue mediante la prueba de Tukey (P=0.05) (Little y Hills, 1973).

4.3 RESULTADOS

4.3.1. Efecto de Trichoderma spp., fungicidas sintéticos y su combinacion sobre

el manejo de la pudricion blanda del tubérculo de papa en campo

La incidencia, severidad de la enfermedad y rendimiento en campo vario de 0.9-4.6 %,
0.2-0.8 % y de 44 a 49 t ha'l, de forma respectiva. La severidad de los tratamientos
con base en la mezcla de las cuatro especies de Trichoderma y el tratamiento de
Trichoderma spp.+fungicidas sintéticos fue de 0.2 y 0.3 %, de manera respectiva, sin
diferencias significativas entre estos (P >0.05), mientras que la severidad en el
tratamiento de fungicidas sintéticos fue de 0.8 % con diferencias significativas (P<0.05)
con respecto a los tratamientos anteriores. Por otro lado, los mejores rendimientos del
experimento se presentaron en el tratamiento con base en la mezcla de las cuatro
especies de Trichoderma y en el tratamiento de las Trichoderma spp.+fungicidas

sintéticos, las cuales variaron de 0.2-0.3 %, de manera respectiva (Cuadro 4-3).
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Cuadro 4-3. Efecto de cuatro especies de Trichoderma spp., fungicidas sintéticos y su

combinacion de ambos sobre la incidencia, severidad y rendimiento del cultivo de papa

en campo
. Incidencia®*  Severidad* Rendimiento*
Manejo (%) (%) (tha-)
Trichoderma spp. 0.9 0.2 a* 49 a
T'rlcquderma spp.+fungicidas 29 03a 46 ab
sintéticos
Fungicidas sintéticos 4.6 0.8b 44 b

*Las medias de las variables consideradas para determinar la efectividad biol6gica de los
tratamientos indican el promedio de dos ciclos agricolas.

* Medias con una letra en comuan en las columnas no son significativamente diferentes (P=0.05)
Tukey.

4.3.2. Susceptibilidad de variedades de papa a Sclerotium rolfsii en condiciones

de laboratorio

Los tubérculos de las variedades de papa mostraron variacion en los porcientos de
pudricion blanda con dos métodos de inoculacion (Figura 4-1 a, b, ¢ y d). Los
tubérculos inoculados presentaron sintomas similares a los observados en campo
(Figura 4-1 a). En el caso de la inoculacion con lesion el porcentaje de pudricion vario
de 3.1 a 11.9 %, con diferencias significativas (P<0.05) entre las variedades. La
variedad Orquesta presentd el mayor porcentaje de pudricion con 11.9 % con
diferencias significativas (P<0.05) con el resto de las variedades, seguido de FL1867,
FL2027, FL1869 8.2, 7.1 y 6.9%, sin diferencias significativas (P>0.05) entre éstas.
Por otro lado, las variedades Atlantic (Figura 1 a) y Fianna son las que presentaron
menor pudricion con 4.6 y 3.1 %, de forma respectiva, con diferencias significativas
(P<0.05) entre estas variedades. Mientras que en los tubérculos de las mismas
variedades sin lesion la pudricion varié de 0.5 a 1.2 %, con diferencias significativas
(P<0.05) entre las variedades. La variedad Orquesta también fue la que presenté el
mayor porcentaje de pudricion con 1.2 % seguido de FL1867 con 0.5% con diferencias
significativas (P<0.05) entre ellas y el resto de las variedades. Mientras, las variedades
FL2027, FL1869 y Atlantic (Figura 4-1 c) no presentaron pudricién, sin diferencias
significativas (P>0.05) entre ellas (Cuadro 4-4).
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Cuadro 4-4. Porcentaje de pudricion blanda en tubérculos de papa en la variedad
Orquesta, FL2027, FL1867, FL1869 y Atlantic en cAmara humeda.

Porcentaje de severidad

Tratamientos

Con lesion Sin lesion
Orguesta con in6culo 119 a* l2a
FL1867 con in6culo 8.2b 05b
FL2027 con in6culo 71b 0.0c
FL1869 con in6culo 6.9b 00c
Atlantic con inéculo 46 ¢C 0.0c
Fianna con inéculo 3.1d 0.0c
Orquesta sin in6culo 0.0e 00c
FL1867 sin in6culo 0.0e 0.0c
FL1869 sin inéculo 0.0e 0.0c
FL2027 sin in6culo 0.0e 0.0c
Atlantic sin in6culo 0.0e 0.0c
Fianna sin indculo 0.0e 0.0c

* Medias con una letra en comun en las columnas no son significativamente diferentes (P=0.05)

Tukey.

Figura 4-1. Patogenicidad Sclerotium rolfsii sobre de tubérculos de papa variedad
Atlantic con dos métodos de inoculacion. a) tubérculo con lesion e indculo de S. rolfsii;
b) tubérculo con lesion con disco de PDA sin indculo; c) tubérculo sin lesion sin indculo

de S. rolfsii y d) tubérculo sin lesién con disco de PDA sin indculo
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4.3.3. Susceptibilidad de variedades de papa a S. rolfsii en invernadero

Las plantas que se desarrollaron sobre el suelo infestado presentaron lesiones color
café oscuro en la parte basal del tallo, las hojas basales se tornaron amarillas,
conforme pasaron los dias éstas se marchitaron. Sobre las lesiones se observo un
crecimiento micelial algodonoso blanco donde se desarrollaron esclerocios de color
blanco y marrén (Figura 2 a). Por otra parte, los tubérculos obtenidos en una misma
planta presentaron variaciones en la pudricion, donde se presentaron tubérculos sanos
y otros con pudricion total de estos, en los cuales se observé micelio blanco sobre los
cuales se desarroll6 esclerocios (Figura 4-2 b). Los esclerocios del hongo sobre la
base del tallo y el suelo se presentaron a los 60 dias después de establecer el

experimento. Los sintomas descritos fueron similares a los que se presentaron en

campo.

Figura 4-2. Pudricidn de tallos y tubérculo de papa causados por Sclerotium rolfsii en
invernadero. a) Pudricion de tallos con crecimiento micelial y esclerocios y b) tubérculo
de papa sano (derecha) y pudricion de tubérculo de papa con crecimiento micelial y

esclerocios (izquierda).

La susceptibilidad de las variedades de papa en invernadero fue variable en cuanto a
los porcentajes de pudricion. Los tubérculos presentaron los mismo sintomas y signos
descritos en la seccién de las camaras humedas. El porcentaje de pudricién varié de

6.3 a 39.8%, con diferencias significativas (P<0.05) entre las variedades evaluadas y
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sus testigos sin inoculo. La variedad Fianna fue la menos susceptible, la cual present6
un 6.3% de severidad con diferencias significativas (P<0.05) con el resto de las
variedades, seguida por la variedad Atlantic y FL2027 sin diferencias significativas
(P>0.05) entre ellas y por ultimo la variedad FL1867 con un 39.8 % de severidad, con

diferencias significativas (P<0.05) con el resto de las variedades.

Cuadro 4-5. Sensibilidad de variedades de papa a Sclerotium rolfsii en invernadero

Tratamientos % de pudricion

Testigo Fianna 0 d*
Testigo FL1867 0od
Testigo FL2027 0od
Testigo Atlantic 0od
Fianna + in6culo 6.3 ¢
Atlantic + in6culo 255D
FL2027 + in6culo 33.6 ab
FL1867 + in6culo 39.8a

* Medias con una letra en comuan en las columnas no son significativamente diferentes (P=0.05)
Tukey.

4.3.4. Incidencia y severidad de Sclerotium rolfsii en cultivos de papa en Sonora

y Sinaloa, México

En los campos, se observo variabilidad en los porcentajes de pudricién porcentajes de
avance de la pudricion blanda. Los sintomas iniciales de podredumbre blanda en
campo se observaron con mayor frecuencia en el estolon del tubérculo, estos
consistian en lesiones irregulares con hundimientos y pudriciones de consistencia
blanda, mismas que generaron una depresién en la epidermis. En campo se
encontraron tubérculos de papa podridos en su totalidad (Figura 4-3), los cuales
presentaban un micelio de color blanco algodonoso y formacion de esclerocios (Figura
4).
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Figura 4-3. Tubérculos de papa infectado con S. rolfsii. a) Estol6on con pudricion y

crecimiento micelial de S. rolfsii y b) Pudricion total de tubérculo con desarrollo de

micelio y esclerocios de S. rolfsii.

En campo, la variedad de papa mas susceptible fue la Orquesta, se encontrd un predio
de ocho muestreados con incidencia del 30.0% y severidad del 3.4%, seguida de la
variedad Fianna con un 7.0% de incidencia maxima y severidad del 1.6%, por ultimo,
en la FL2027 se encontré un predio de siete muestreados con 1.0% de incidencia y
0.2% de severidad: En las variedades Atlantic, FL1867, FL1869, Alpha y Vivaldi no se
encontraron tubérculos afectados por S. rolfsii durante los muestreos de los campos
(Cuadro 4-6).

Cuadro 4-6. Evaluacién de la susceptibilidad de las variedades de papa a Sclerotium
rolfsii en campos comerciales de Sonora y Sinaloa

_ Campos Campos con _ _ _
Variedades muestreados presenciade la Incidencia (%) Severidad (%)
enfermedad

Orquesta 8.0 1.0 30.0 3.4
Fianna 55.0 15.0 0-7.0 0-1.6
FL2027 7.0 1.0 1.0 0.2
Atlantic 4.0 0 0 0
FL1867 6.0 0 0 0
FL1869 1.0 0 0 0
Alpha 1.0 0 0 0
Vivaldi 1.0 0 0 0
TOTAL 83 17
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4.4 DISCUSION

Con relacion al manejo de la enfermedad en campo, los resultados indican que
lo mayores rendimientos y niveles de sanidad se observaron, cuando se aplicaron la
mezcla de las cuatro especies de Trichoderma o la combinacion de Trichoderma
spp.tFungicidas sintéticos; aun cuando los fungicidas sintéticos ejercieron control
sobre la enfermedad su eficacia fue menor en el incremento de la produccion y control
de la enfermedad. Los resultados obtenidos por Rubayet y Bhuiyan (2016) en
Bangladesh, son similares a los observados en el presente estudio donde se incluyo

la mezcla de Trichoderma spp.+ fungicidas sintéticos.

La menor incidencia y dafios en los tubérculos cosechados por pudricion blanda
pueden deberse a los diferentes mecanismos de accion de las especies de
Trichoderma, los cuales suprimen el crecimiento de las distintas especies de los
hongos fitopatdgenos (Altomare et al., 1999;), asi como la induccién de resistencia
vegetal (Altomare et al., 2008). Por otro lado, el mayor rendimiento en el cultivo de
papa se asocia al menor dafio del fitopatbgeno, asi como a la produccién de
fitohormonas y los diferentes compuestos organicos que producen las especies de
Trichoderma que ayudan a solubilizar rocas de fosfato Fe>Os, MnO2 y Zn (Tyskiewicz
et al., 2022).

En la presente investigacion todas las variedades de papa que se siembran en
Sonora y Sinaloa, fueron susceptibles a la pudricion blanda causada por S. rolfsii en
condiciones de laboratorio, con variacion en susceptibilidad entre variedades. Estos
resultados coinciden con los de Daami-Remadi y colaboradores (2012) quienes
evaluaron 11 variedades de papa contra S. rolfsii, donde la variedad Tango fue la mas
susceptible, mientras que la variedad Aprinda fue la que presentd el menor porcentaje
de pudricion blanda. En el presente estudio, se observé variacion de acuerdo con el
método de inoculacion; en el procedimiento donde se hicieron heridas todas
variedades resultaron susceptibles, mientras que en los tubérculos donde no se

realizaron heridas, no todas las variedades fueron susceptibles.

De igual manera, los resultados sobre la susceptibilidad de las variedades de

papa a la pudricién blanda, cuando las plantas crecieron en suelo infestado con S.
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rolfsii en condiciones de invernadero y los tubérculos no se hirieron, las variedades
mostraron una susceptibilidad al patégeno, similar a lo observado en los experimentos

de laboratorio, donde los tubérculos se hirieron previo a la inoculacion.

En invernadero, los porcentajes de pudricion fueron mayores a los registrados en
laboratorio, lo cual se podria deber a que las condiciones de temperatura en
invernadero variaron entre los 20 y 37 °C, lo cual favorece el desarrollo de la
enfermedad y debido a que en estas condiciones el periodo entre la inoculacion y la
evaluacion de la susceptibilidad fue de 12 semanas después de la siembra, mientras

que la duracion del periodo experimental en el laboratorio fue de 8 dias.

Por otro lado, el peridermo intacto es una barrera natural que juega un papel
importante para evitar la penetracion y la subsecuente infeccion por parte del
patdgeno; las caracteristicas de este varian entre una variedad y otra; por lo anterior,
se infiere que la variabilidad en la pudricién blanda de los tubérculos de las diferentes
variedades de papa evaluadas y el método de inoculacion evaluados en el presente
estudio estd dada por la presencia del peridermo y las caracteristicas de este en cada
variedad (Morris et al.,1986; Kumar y Idit, 2022).

En lo relativo a la evaluacion de la susceptibilidad de variedades de papa, a la
pudricién blanda, se inspeccionaron 83 campos comerciales durante la cosecha, la
variedad Orquesta presentd una incidencia del 30% de la enfermedad, lo cual coincide
con estudios previos donde la variedad Monalisa en lItalia, presentd6 un 15% de
pérdidas (Garibaldi et al., 2007). Por otro lado, Remesal et al. (2012) describieron que
el garbanzo y girasol presentan susceptibilidad alta y el algodon, chile, tomate y sandia,
resistencia moderada y que brdcoli, melon, maiz, y trigo fueron resistentes a S. rolfsii.
Por otro lado, Martinez y colaboradores (2015) encontraron al tomate silvestre
resistente a S. rolfsii. Ranmteke y colaboradores (2024) encontraron variedades de
soya con susceptibilidad alta y otras variedades de soya con resistencia moderada a
S. rolfsii. Shirsole y colaboradores (2018) registraron variedades de garbanzo con
susceptibilidad alta y resistencia moderada al hongo en campo. Por otro lado, los
dafos registrados en este estudio, coincidieron con el manejo agronémico del cultivo

inadecuado realizado por los productores de papa, en los cuales establecieron la
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variedad mas susceptible en suelo pesado y fechas de siembras tardias; también, el
altimo riego se aplico al final del ciclo del cultivo muy cercano a la cosecha; ademas
de que hubo retraso en la época de cosecha en el mes de mayo y la temperatura
alcanzo 30° C, lo cual favorecié el desarrollo de la enfermedad. Daami-Remadi et al.
(2007) reportaron en Tunez la pudricion blanda de tubérculo de papa en
almacenamiento, las cuales presentaban crecimiento micelial de color blanco en forma
de abanico, de donde se aisl6 a S. rolfsii, de igual manera Garibaldi et al. (2007) en el
norte de Italia y Roca et al. (2016) en Espafia reportaron los mismo sintomas y signos
sobre tubérculos de papa, los cuales fueron similares a los observados sobre los

tubérculos de papa cosechados en invernadero del presente estudio.

Los resultados del presente estudio son relevantes y abren nuevas lineas de
investigacion sobre estudios de efectividad biol6gica de las diferentes especies de
Trichoderma solas o en combinacion con fungicidas sintéticos contra diferentes
especies de fitopatégenos, no solo contra la enfermedad pudricion blanda causadas
por S. rolfsii, si no por otros fitopatégenos que afectan al cultivo de la papa, tales como
diferentes especies de Fusarium, Colletotrichum coccodes, Rhizoctonia solani,

Sclerotinia sclerotiorum, entre otros.

El uso de las especies de Trichoderma incluidas en este estudio para el manejo
de diferentes enfermedades causadas por diferentes hongos fitopatdgenos no soélo
ayudara a incrementar la calidad y rendimientos del cultivo, sino que también
contribuira a la disminucion de los costos de produccién del cultivo y uso de fungicidas
sintéticos, los cuales contaminan aire, suelo, agua y afectan la salud de animales y
humanos. Por otro lado, el uso de la variedad Fianna como la mas tolerante a la
pudricién blanda de la papa en combinacién con especies de Trichoderma y la

combinacion de fungicidas sintéticos permite un enfoque integrado.
CAPITULO 6. CONCLUSIONES GENERALES

Dieciséis aislados de T. asperellum (TAM), cinco de T. asperelloides (TES), cuatro de
T. afroharzianum (TAF) y uno de T. azevedoi (TAI) mostraron variacion en la inhibicion
del crecimiento micelial de dos aislados de S. rolfsii (Scr4 y Scrl7). Ademas, los

aislados de Trichoderma presentaron diferentes interacciones hifales (vacuolizacién,
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granulacion enrollamiento, adhesion, lisis y penetracion) sobre el patégeno (Scr4). Los
metabolitos volatiles producidos por los aislados de Trichoderma, mostraron variacion
en la inhibicion en el crecimiento micelial del mismo aislado del patégeno. El presente
estudio conduce hacia nuevas lineas de investigacion sobre estudios de efectividad
biologica de Trichoderma spp. contra S. rolfsii agente causal de la pudricion blanda de
la papa. Este enfoque innovador contribuira a la disminucion en el uso de fungicidas
sintéticos para el manejo de la enfermedad, lo que a su vez disminuira la

contaminacion del medio ambiente.

Tifluzamida y Propineb presentaron la mayor efectividad biologica in vitro en el
crecimiento micelial y formacion de esclerocios de S. rolfsii. Los mismos fungicidas
fueron compatibles con T. azevedoi, T. afroharzianum, T. asperellum y T.
asperelloides. ElI hecho de que los mismos fungicidas presenten diferentes
mecanismos de accién contra S. rolfsii y también muestren compatibilidad con las
especies de Trichoderma, muestra una pauta para que los productores utilicen los
fungicidas en mezcla con las especies de Trichoderma para el control de la pudricién

blanda del tubérculo de papa causadas por S. rolfsii en campo.

El manejo de la pudricion blanda en el cultivo de papa mediante el uso de tubérculos
semilla de variedades menos susceptible en conjunto con diferentes especies de
Trichoderma y fungicidas sintéticos es una opcion viable para el manejo integrado de
S. rolfsii en campo, lo cual ayudara disminuir la producir tubérculos libres de fungicidas

sintéticos.
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