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RESUMEN

La enfermedad de la mancha foliar es causada por el hongo Cercospora spp. que afecta al frijol
negro y al frijol rojo por igual. El hongo se transmite principalmente por semilla y puede
sobrevivir durante periodos de méas de 2 afios en los desechos de las plantas en el suelo bajando
hasta el sistema radicular de la planta. En este trabajo se evaluo el manejo de Cercospora spp.
con dos productos biolégicos (Trichoderma spp., Bacillus subtilis) y un producto boténico
(Acido Pirolefioso). El estudio e investigacion se realizo en la Universidad Nacional Agraria
(UNA) sede de Managua Nicaragua. Se seleccion6 uno de los invernaderos de la UNA donde
se realizo el experimento de disefio completamente aleatorio (DCA). Cada tratamiento se replico
16 veces, resultando en un total de 80 unidades experimentales. Mediante los postulados de
Koch se inocul6 el patdgeno Cercospora spp. en plantulas de Phaseolus vulgaris L., posterior a
7 dias de la inoculado del patégeno se aplicaron los tratamientos. Se determin6 que el
tratamiento con los mayores valores de mediana para todas las variables de crecimiento (altura
de la planta y numero de hojas) se obtuvieron con el tratamiento Trichoderma spp., para la
variable de crecimiento (diametro del tallo) fue el tratamiento Bacillus subtilis y la combinacion
de Trichoderma spp. + Bacillus subtilis, presentando el porcentaje de severidad minimo ante la
afectacion del patégeno al final del periodo de evaluacion con 7.64 %. Trichoderma spp. y
Bacillus subtilis se presentan como opciones eficaces y sostenibles para el manejo bioldgico de
Cercospora spp. en diversos cultivos promoviendo la proteccion contra la enfermedad al
competir por nutrientes, producir metabolismo antagonista y estimular las defensas del
hospedante.

Palabras claves: Postulados de Koch, fitoproteccién, microorganismos antifungicos, manejo
biosanitario.
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ABSTRACT

Leaf spot disease is caused by the fungus Cercospora spp. which affects black beans and red
beans equally. The fungus is primarily transmitted through seeds and can survive for more than
2 years in plant debris in the soil, reaching the plant's root system. This study evaluated the
management of Cercospora spp. with two biological products (Trichoderma spp., Bacillus
subtilis) and a botanical product (Pyroligneous Acid). The study and research were conducted
at the National Agrarian University (UNA) campus in Managua, Nicaragua. One of UNA's
greenhouses was selected for the completely randomized design (CRD) experiment. Each
treatment was replicated 16 times, resulting in a total of 80 experimental units. Using Koch's
postulates, the pathogen Cercospora spp. was inoculated in Phaseolus vulgaris L. seedlings,
and treatments were applied 7 days after pathogen inoculation. It was determined that the
treatment with the highest median values for all growth variables (plant height and number of
leaves) was obtained with the Trichoderma spp. treatment. For the growth variable (stem
diameter), the treatment was Bacillus subtilis and the combination of Trichoderma spp. +
Bacillus subtilis, presenting the minimum severity percentage of pathogen impact at the end of
the evaluation period with 7.64%. Trichoderma spp. and Bacillus subtilis are presented as
effective and sustainable options for the biological management of Cercospora spp. in various
crops, promoting protection against the disease by competing for nutrients, producing
antagonistic metabolism, and stimulating host defenses.

Keywords: Koch's postulates, phytoprotection, antifungal microorganisms, biosanitary

management.
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I. INTRODUCCION

El frijol comin Phaseolus vulgaris L. es una leguminosa muy importante en la dieta diaria de
los nicaraguienses. Se considera la fuente méas barata de proteinas y calorias, ademas que genera
ingresos econdmicos a las familias de los pequefios productores de este rubro. Entre los granos
béasicos, el frijol ocupa el segundo lugar después del maiz, tanto por la superficie sembrada,
como por la cantidad que consume la poblacion. ElI consumo de frijol fluctia segun la
disponibilidad del grano, el estrato social y sitio de residencia (urbano o rural), las cantidades

van desde 9 a 21 kilogramos por afio (Escoto, 2004).

Las legumbres como el frijol, son fundamentales en una dieta saludable para conseguir altos
contenidos de proteinas y fibras con bajos porcentajes de grasa. En Nicaragua el grano de frijol
es parte esencial de la gastronomia nacional, es muy poco probable que la poblacién
nicaraguense pase un dia sin incluir una buena porcion de frijoles en su dieta. Segun cifras del
Ministerio de Agricultura la poblacion consume el 68% de la produccion nacional, equivalente
a unas 62 mil toneladas métricas al afio. El restante de la produccion unas 33 mil toneladas se
exportan principalmente a Estados Unidos y El Salvador (Programa Mundial de Alimentos
[PMA], 2021).

Para prevenir y/o evitar que las plantas sean afectadas por plagas y enfermedades se deben
realizar manejos integrados con diferentes métodos de control que incluyan labores o précticas
de manera conjunta en el momento oportuno, contribuyendo al éxito de la seguridad alimenticia

(Tamayo y Londofio, 2001).

El cultivo de frijol Phaseolus vulgaris L. esta sujeto al ataque de multiples enfermedades a lo
largo de todo su ciclo fisioldgico, pues existen patdgenos de gran importancia econémica que
dafan la calidad del grano, siendo la mancha foliar (Cercospora spp.) una de ellas.

La enfermedad de la mancha foliar es causada por el hongo Cercospora spp. agente causal que
provoca una de las enfermedades importantes del cultivo de frijol. El inoculo proviene
principalmente de los restos contaminados de la cosecha anterior y de semilla contaminada con
el patdgeno. La afectacidn de la enfermedad se observa en todas las partes aéreas de la planta
de frijol, pero los sintomas tipicos que le dan el nombre a la enfermedad son lesiones 0 manchas

observadas en las hojas. La enfermedad es favorecida o mas severa cuando ocurren



fluctuaciones en las temperaturas, periodos alternos de altas y bajas temperaturas, asi como una
humedad relativa entre el 80 % a 90 % (Escoto, 2004).

La sintomatologia del patdégeno se presenta inicialmente a modo de pequefias manchas
circulares u ovaladas, acuosas en las hojas, las cuales se agrandan con el tiempo y que pueden
variar en color, desde el verde oscuro, al marrén con margenes rojizos o purplreos; aparece en
las hojas generalmente de 3 a 5 semanas después de la siembra. En etapas avanzadas, el patégeno
se multiplica, los pétalos de las flores se vuelven amarillos y se caen de los tallos, mientras que
las hojas en los cultivos comestibles toman un color marrdén grisaceo a medida que se secan y

mueren del todo (Rivers, 2021).

Ante la problemaética de la presencia del patdgeno de la mancha foliar, han surgidos métodos de
manejo bioldgico como alternativas ante el creciente uso de agroquimicos para combatir
fitopatdgenos que afectan los principales cultivos de consumo nacional, y de exportacion y el
caso del rubro del frijol no esta exento del uso de pesticidas para el manejo de fitopatdgenos.
En este caso el cultivo de frijol Phaseolus vulgaris L. se pueden utilizar productos organicos en
el manejo del patdgeno de Cercospora spp. cuya afectacién puede ser hasta del 100% de la
perdida de la cosecha y donde el manejo convencional con agroquimicos conlleva a generar

resistencia del patdgeno a los productos utilizados (Pillaca, 2019).

La constante blsqueda de nuevas alternativas para un manejo que no afecte la palatabilidad del
grano hacia el consumidor final, genera la necesidad de investigaciones que ofrezcan cambios
importantes acordes a las condiciones ambientales de cada zona del pais, las cuales influyen en
la propagacion y desarrollo de plagas y enfermedades, es por ello que los métodos de manejo
biolégico son una buena opcién para reducir el uso de agroquimicos en los cultivos,

desarrollando una agricultura mas amigable con el medio ambiente.

Con esta investigacion se estara aportando al conocimiento que brindan los productos biologicos
en el manejo de enfermedades, de esta manera se busca identificar y reconocer cual de los tres
tratamientos tienen mayor eficacia en el manejo de Cercospora spp. y recomendar las dosis que

frenen el avance del fitopatdgeno.



1. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar el manejo de Cercospora spp. en el cultivo de frijol en invernadero.

2.2. Objetivos especificos
e Comparar la eficacia de los tratamientos en el manejo de Cercospora spp.

e Determinar la relacion entre la presencia del patdgeno y las variables de crecimiento.

e Analizar la influencia de los productos biolégicos en el crecimiento y desarrollo de las
plantas de frijol.

e Evaluar laincidencia y severidad de Cercospora spp. en Phaseolus vulgaris L. bajo
manejo bioldgico.



I11. MARCO DE REFERENCIA

En el presente documento se determiné la capacidad de manejo de tres productos: Trichoderma
spp., Bacillus subtilis y Acido Pirolefioso en el manejo de Cercospora spp. bajo condiciones de
invernadero con plantulas de frijol aplicando el fitopatdgeno a los tejidos mediante la
metodologia de los postulados de Koch, para luego realizar el porcentaje de incidencia y

severidad del patégeno.
3.1. Descripcién de Cercospora spp.

El género Cercospora spp. (Figura 1) perteneciente a la familia Mycosphaerellaceae, es uno de
los géneros mas grandes y sus especies se consideran patdgenos importantes de una amplia

variedad de plantas (Rangel, 2020).

Hasta la fecha se reconocen 659 especies en el género Cercospora spp. y 281 especies
morfolégicamente idénticas que se incluyen en el complejo Cercospora apii (Groenewald,
2005). La mayoria de especies del género Cercospora no cuentan con una etapa sexual conocida
y en las pocas especies que cuentan con una etapa sexual, el teleomorfo pertenece al género
Mycosphaerella (Goodwin, 2001; Swiderska-Burek, 2020).

Las infecciones de las especies de Cercospora spp. se asocian con manchas en las hojas y frutos
en diferentes plantas cultivadas y silvestres en todo el mundo (Nguanhom, 2015). Los sintomas
del patégeno Cercospora spp. se presentan con mayor intensidad en las partes mas externas e
inferiores de la planta, aunque también pueden encontrarse en cualquier parte de la hoja o
incluso en los frutos, como pequefias manchas irregulares de color marrén claro o, incluso,

blancas, con halos amarillos que se tornan secos y quebradizos (Tian, 2008).

Durante las primeras etapas de la infeccion, el hongo es biotréfico. Sin embargo, durante su
desarrollo cambia a necrotrofico en el que se produce la muerte de la célula huésped para

completar su ciclo de vida (Ebert, 2020).

Para el desarrollo 6ptimo del patégeno, se necesitan condiciones de alta humedad relativa
mayores a 94% y con un rango de temperaturas entre 24° C a 30 ° C. Los microclimas formados
por el abundante desarrollo del follaje, densidades altas de siembra, fertilizacion nitrogenada

inadecuada y riegos abundantes favorecen la presencia y desarrollo del patégeno; a su vez el



riego tecnificado, un distanciamiento mayor entre las hileras y su orientacion a la direccion del

viento, previenen su ataque (Limgroup, 2015).

Figura 1. Fotografia de Cercospora chenopodii (CCTU 1033). A. Afectacion visual en la
planta, B - C. Conidiéforos fasciculados, D - G. Conidios. Barra de escala 10 um. Fuente:
Bakhshi et al. (2015).

3.2. Descripcién de Trichoderma spp.

Es un hongo antagonista del suelo, que ataca a hongos patdgenos siendo beneficioso para las
plantas, incluye a mas de 100 especies presentes en diferentes zonas climéticas y se encuentra
colonizando a una amplia gama de nichos, incluidas plantas vivas y muertas, suelo, sedimento,

materia organica, tejido animal, entre otros (Wang y Zhuang, 2020; Nuangmek, 2021).

Trichoderma spp. (Figura 2) poseen un metabolismo versatil que les da capacidad de manejar
diversos fitopatdgenos debido principalmente a la produccion de enzimas hidroliticas,
competencia por espacio y nutrientes, induccion de resistencia en el hospedero, antibiosis,
micoparasitismo, entre otros (Gamarra, 2017; Zhou, 2020). Dentro de las especies
de Trichoderma spp. mas importantes como agentes de bio manejo hacia fitopatdgenos se
encuentran: T. reesei, T. koningii, T. asperellum, T. viride, T. harzianum, T. aureoviride, entre
otros (Brito, 2020; Alfiky y Weisskopf, 2021).



Este género es utilizado para desarrollar bioproductos comerciales para el manejo de
enfermedades en las plantas (Singh y Jadon, 2019; Carrillo, 2020); sin embargo, existen casos
de baja eficiencia en el manejo de fitopatdgenos, debido a que las diversas especies
de Trichoderma spp. que componen los bioproductos comerciales son originarios de regiones
edafoclimaticas diferentes a la zona geografica donde se aplica (Harman, 2010). Por lo tanto, es
importante la seleccibn de microorganismos nativos adaptados a las condiciones
edafoclimaticas de la region donde se pretende realizar el manejo de las enfermedades en plantas
(Al-Mekhlafi, 2019; Tegene, 2021).

Ademas de ser un organismo en descomposicion, también puede funcionar como agente
biolégico, multiplicAndose rapidamente en la zona de las raices de la planta, en su papel como

agente biologico trabaja en base a su mecanismo antagénico (Wahyuno, 2009).

Segun Purwantisari (2009), Trichoderma spp. es un hongo paréasito que ataca y toma los
nutrientes de otros hongos, con la habilidad de parasitar otros hongos fitopatdgenos y es

antagénico por tener la capacidad de matar o inhibir el crecimiento de otros hongos.

Figura 2. Estructura microscopica de una cepa de Trichoderma por medio de la tincion con
azul de lactofenol. Fuente: Universidad de Salamanca (s.f.).



3.3. Descripcion de Bacillus subtilis

En 1872, Ferdinand Cohn reconocid y nombro a la bacteria Bacillus subtilis (Todar, 2001). Esta
es considerada una bacteria Gram positiva, aerobia facultativa, la cual se encuentra por lo
general en el suelo, aire y material de descomposicion. Sin embargo, en la mayoria de
condiciones no se encuentra bioldégicamente activo sino en forma de espora. Bacillus
subtilis tiene la habilidad de generar endosporas que le sirven de proteccion y tolerar

condiciones ambientales extremas (Madigan, 2005).

Bacillus subtilis (Figura 3) es una bacteria catalasa positiva que se encuentra ampliamente
distribuida por todo el globo terraqueo. Constituye uno de los especimenes del
género Bacillus més estudiado, siendo una bacteria que reporta enormes beneficios en diversos
campos con afios de estudio de sus propiedades bioquimicas. Como todas las bacterias que
pertenecen a este género, las células de Bacillus subtilis tienen forma de barra con bordes
redondeados. Miden aproximadamente 1 micra de ancho por 2-3 micras de largo. Se encuentran

de forma individual o formando pequefias cadenas (Lifeder. 2022).

Al observarlas al microscopio, se puede notar en el centro de la célula bacteriana una espora
esférica, que no modifica la forma de la bacteria. La célula bacteriana presenta una pared celular
gruesa, constituida por un peptidoglicano, conocido como mureina. En lo referente a su genoma,
la bacteria posee un Gnico cromosoma circular, en el que estan contenidos 4,100 genes que
codifican la expresion de ciertas proteinas. De la superficie celular se desprenden unas

prolongaciones, los flagelos. Estos contribuyen a la movilidad de la célula (EDU.LAT, 2022).

Cuando se somete al proceso de tincion de Gram, la bacteria adopta la tipica coloracion violeta
de las bacterias grampositivas. Esto es debido al peptidoglicano presente en su pared celular. En
lo referente al metabolismo, la Bacillus subtilis es capaz de hidrolizar triglicéridos, no asi

fosfolipidos ni caseina (Universidad Francisco de Paulo Santander [UFPS], s.f.).

Las condiciones dptimas para el desarrollo de la bacteria deben ser estaticas con temperaturas
de 30 °C lo que les permite la formacidn de la biopelicula, si la temperatura comienza a fluctuar

las biopeliculas no se desarrollaran secandose a una temperatura de 40 °C (Sarti et al., 2019).

Bacillus subtilis forma parte de las bacterias mas estudiadas a nivel mundial por su desempefio

en actividades antifungicas debido a la sintesis de metabolitos peptidicos de accion antibidtica
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(gramicidina, surfactin, iturin, y fengycin). Su actividad antagonica se completa por su alta
capacidad de colonizacion de la zona de la rizosfera (competencia espacial), la rapida

asimilacion de nutrientes y su secrecion de enzimas digestoras degradan y matan por contacto

directo a hongos y bacterias (quitinasas, celulasas, proteasas y glucanasas) los cuales les sirven
de alimento (Nagua, 2016).

Figura 3. Micrografia electronica de una raiz de guisantes con células de Bacillus subtilis.
(Fuente: Kilian et al., 2001).

3.4. Descripcion del Acido Pirolefioso

El Acido Pirolefioso, también conocido como vinagre de madera es utilizado con
multipropositos, por ejemplo: como enraizador, para el mejoramiento de la calidad del suelo y
como un fertilizante foliar. La calidad de este acido depende de la madera de que sea extraido
siendo las maderas para elabora carbdn y bambu las que dan un mejor rendimiento. La duracién
del &cido es de tres afios si se mantiene en recipientes bien tapados y sin exponerse al sol
(Alvarez y Hirai, 2009).

El Acido Pirolefioso es un producto derivado de la pirolisis de madera, consiste en la
descomposicion de biomasa en condiciones ambientales controladas (Mohan, 2007). La
obtencion de Acido Pirolefioso se realiza a partir de desechos de aserrio de la industria forestal



maderable, siendo uno de sus usos como fungicida para evitar la pudricion de la madera
(Fregoso-Maduefio, 2017).

La composicion quimica del bioaceite depende de las condiciones del proceso y de las
composiciones de la biomasa usada. Se han realizados estudios sobre las composiciones
quimicas y las aplicaciones basadas en la biomasa de roble, sakura, té verde, bambu, eucalipto,
planta de manglar, residuos de podas y de agricultura. Sin embargo, no se ha llegado a ninguna

investigacion sistematica en el analisis quimico del bioaceite (Burbano-Salas, 2018).

Segun los estudios previos realizados al bioaceite, este contiene tres compuestos quimicos
presentes en mayor contenido relativo: 2- propanona, 1-hidroxi (22.83 %), 1-hidroxi- 2-
butanona (8.87 %) y fenol, 2-metoxi (8.24 %) (Catacora-Pinazo, Quispe-Apaza, Julian-Laime,
2019).

Con respecto de las propiedades fungicidas, pruebas micoldgicas in vitro parecen indicar
un adecuado nivel de toxicidad del liquido pirolefioso frente a hongos pudridores de madera,
similar al encontrado en informes de la literatura (Sayra Navas, s.f.).

3.5. Descripcién de los postulados de Koch

Robert Koch, en colaboracion con otros cientificos, descubrieron que muchas enfermedades
tenian un origen infeccioso, es decir, eran causadas por agentes patdgenos, como las bacterias.
En base a esa teoria, se propusieron varios enunciados, llamados postulados de Koch, que han
adquirido gran importancia en la historia de la microbiologia y en el estudio de las enfermedades
infecciosas (Byrd & Segre, 2016).

Los postulados de Koch son cuatro criterios que fueron disefiados para establecer la relacion
causal entre agentes patdgenos, mayormente microbios, y las enfermedades. Fueron formulados
en 1884 por el médico aleman Robert Koch, en colaboracién con Friedrich Loeffler, basandose
en conceptos descritos anteriormente por Jakob Henle. Koch realiz6 los postulados para
describir la etiologia del colera y la tuberculosis, los cuales ahora se atribuyen a las bacterias
(AcademiaLab., 2024).

Los postulados de Koch originalmente fueron tres los que se presentaron al congreso
internacional de medicina en Berlin, luego de hacer las revisiones pertinentes el mismo Koch

encontrd que sus postulados tienen puntos debiles y que se tendria que abordar méas a fondo en
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el estudio de las enfermedades infecciosas. Afios posteriores se agregd un cuarto postulado

luego de realizar algunas revisiones. (Byrd & Segre, 2016).

A continuacion, se presentan los cuatros postulados de Koch descritos en Cohen (2017):

Primer postulado: “El microorganismo debe poder ser encontrado en abundancia en
todos los organismos que estén padeciendo la enfermedad, pero no deberia encontrarse
en los que estén sanos”.

Segundo postulado: “El microorganismo debe poder ser extraido y aislado de un
organismo enfermo y cultivarse en un cultivo puro”.

Tercer postulado: “El microorganismo que se ha cultivado en un cultivo deberia poder
causar la enfermedad una vez introducido en un organismo sano”.

Cuarto postulado: “El mismo patogeno deberia poder ser re-aislado de individuos a
quienes se les inoculd experimentalmente, y ser idéntico al patégeno extraido del primer

individuo enfermo al que se le extrajo”.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion del estudio

La Universidad Nacional Agraria (UNA) es una universidad pablica con sede en Managua,
Nicaragua. La Universidad Nacional Agraria se localiza en Managua Nicaragua (Figura 4),
carretera norte kildmetro 12, coordenadas 12°55'24.87” N, 85°55'20.27” W. Limita al norte con
urbanizacion Flor de Pino, al sur con el aeropuerto internacional Augusto C. Sandino, al este
con el Ministerio del Ambiente y Recursos Naturales y la corporacién de Zona Franca y al oeste
con barrio el Rodeo. La UNA es lider en las ciencias agropecuarias y por ello cuenta con diversas
unidades de apoyo a la docencia y a la investigacion, por lo que cuenta con invernaderos para

realizar experimentos agronoémicos.

Leyenda
v Managua

Q Invernadero

Departamento de Managua

Nicaragua

Figura 4. Ubicacion del invernadero en donde se realizo el experimento, Managua, Nicaragua.

El estudio se realizd en la Universidad Nacional Agraria sede de Managua, Nicaragua;

seleccionando uno de los invernaderos con que cuenta la universidad.

El invernadero donde se realizé el experimento cuenta con las dimensiones 21 metros de largo,
20 metros de ancho, 2.5 metros de altura. Dentro del invernadero se encuentran: Un sistema de

riego por aspersion y seis mesas de 1 metro de ancho por 2 metros de largo.
4.1.1. Unidad experimental

Las unidades experimentales corresponden a cada una de las plantas de frijol, teniendo un total
de 80 wunidades experimentales. Las unidades experimentales estaban distribuidas

aleatoriamente entre los tratamientos sin tener en cuenta ninguna caracteristica especifica de las

11



unidades que pueda influir en los resultados. Se le asigno de manera aleatoria a cada unidad
experimental un tratamiento, realizando una especie de tombola con una aplicacion de generador
de numeros aleatorios para que se cumpla el principio de un disefio experimental en DCA
(Disefio Completamente Aleatorio), en cada unidad experimental se pusieron a germinar 2
semillas de frijol de la variedad INTA rojo. En la semana 9 o a los 63 dias después de la
germinacién se inoculo el patdgeno en las plantulas dejandolo actuar durante 7 dias. Una vez
trascurrido el periodo de inoculacion del patogeno se procedidé a la aplicacion de los 4

tratamientos.

4.1.2. Disefio metodoldgico

El disefio metodoldgico se refiere al plan o estrategia concebida para obtener la informacion que
se desea con la aplicacion del experimento con el fin de responder al planteamiento del
problema. La metodologia de investigacion que se realiz6 con este experimento fue un disefio

experimental en DCA (Disefio Completamente Aleatorio).
4.1.3. Tratamientos
El experimento consistié en 4 tratamientos y un testigo que seran descritos a continuacion:

Cuadro 1. Detalles sobre los cuatros tratamientos que se utilizaron en el estudio. Dosis

aplicadas a razon de un litro de agua.

Producto Ingrediente Organismo . .
. - AT Dosis Tratamiento
comercial activo bioldgico
Trichoecol® 5 Trichoderma L
WP Spp. Biologico 15 gramos T1
Serenade® Bacillus o
SC1,34 subtilis Biologico Sml T2
_Acmjo _Acujo Botanico 10 ml T3
Pirolefioso Pirolefioso
Trichoecol® 5 Trichoderma
WP + spp. 15 gramos
+ Bioldgico + T4
Serenade® Bacillus 5 mi
SC1,34 -
subtilis
Testigo Sin aplicacion T5
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e Tratamiento 1: Consiste en la aplicacion del aislado de Trichoderma spp.

e Tratamiento 2: Consiste en la aplicacion del aislado de Bacillus subtilis.

e Tratamiento 3: Consiste en la aplicacion del Acido Pirolefioso.

e Tratamiento 4: Consiste en la aplicacion de la mezcla entre Trichoderma spp. y Bacillus
subtilis.

e Tratamiento 5: El testigo no contara con la aplicacion de ningan tratamiento, pero si la

inoculacion del patogeno.

4.2. Disefio experimental

Para el presente trabajo experimental se implementd un estudio de Disefio Completamente
Aleatorio (DCA), estratégicamente identificado conforme a los objetivos del estudio; cada
tratamiento se replico 16 veces dentro del area del invernadero, resultando en un total de 80

unidades experimentales.

Mediante los postulados de Koch se inoculo el patdgeno Cercospora spp. en plantulas de frijol,
transcurrido tres dias de inoculacion las unidades experimentales no presentaban indicios de
afectacion; al cabo de siete dias de haber inoculado se observd la colonizacion del patégeno en
las unidades experimentales y se procedié a la aplicacién de los tratamientos (Trichoderma spp.,

Bacillus subtilis y Acido Pirolefioso) con ayuda de un de aspersor de mano.

4.3. Manejo agronémico

El conjunto de operaciones necesarias para llevar a cabo el crecimiento, desarrollo y rendimiento

del cultivo de frijol bajo condiciones de invernadero seran descritas a continuacion.
4.3.1. Requerimientos del cultivo

Este cultivo se adapta a una diversidad de suelos y climas, aunque prefiere suelos sueltos y
climas moderadamente frios con temperaturas entre 16° C y 25° C. Las necesidades hidricas del
frijol o las normas de riego totales maximas estan entre 352 — 432 mm para suelos arcillosos y
medios, y 415 — 498 mm para suelos arenosos. Su periodo vegetativo varia entre los 90 y 120

dias.
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4.3.2. Seleccién de la variedad

La variedad utilizada para el experimento es INTA rojo, semilla adquirida en una tienda de
productos agricolas donde se pueden obtener semillas certificadas den una amplia variedad de
cultivos en la ciudad de Managua. Se selecciono esta variedad de frijol por su tolerancia al
exceso de agua Yy su adaptabilidad rapida a las condiciones climaticas de la zona.

4.3.3. Tratamiento de semilla

La semilla de frijol se debe tratar con insecticida contra plagas del suelo el mismo dia que se va
a sembrar. Para el tratamiento de semilla se aplic6 GERMIMAX® 40,5 FS con dos ingredientes
activos principales Imidacloprid y Thiodicarb, a razén de 0,5 ml por 500 ml de agua para media
libra de semilla.

4.3.4. Preparacion del invernadero

Se dispusieron dentro del invernadero mesas con las siguientes dimensiones: 1 metro de ancho,
2 metros de largo y 1 metro de alto. Donde se colocaron bolsas de 8x14 pulgadas para colocar

las semillas de frijol.
4.3.5. Distancia de siembra

Se colocaron dos lineas de bolsas para invernadero separadas por unos 30 cm entre hileray 15
cm entre plantas en cada mesa, con 10 plantas lineales, con los diferentes tratamientos

totalmente aleatorios.
4.3.6. Riego

El riego se realizé manualmente cada dos dias se aplicaban 300ml de agua por planta para un
aproximado de 300 cm? de agua, debido a que el clima de la ciudad de Managua no es el ptimo

para el cultivo ya que es un clima tropical seco.
4.3.7. Fertilizacion

La fertilizacion es determinante para dar al cultivo los nutrientes necesarios y obtener buenos

rendimientos. Para el experimento se utilizaron los fertilizantes que se muestran en el cuadro 2.

14



Cuadro 2. Lista de fertilizantes y momentos en los cuales fueron aplicados durante el estudio.

Fertilizante Momento de aplicacién

Foliar plus + Albamin A los 20 dias despues de la germinacion

Albamin + Oligomix A los 30 dias despues de la germinacion

Foliar plus + Albamin Segunda aplicacién a los 2 meses después de la germinacion
Albamin + Oligomix Segunda aplicacion a los 2 meses despues de la germinacién
Calcio, Boro y Zinc. Al momento de la floracién.

4.3.8. Control de plagas

Durante el experimento, no se registraron plagas foliares ni del suelo, ya que las condiciones
controladas del invernadero garantizaron la sanidad de las unidades experimentales, evitando la

interferencia de enfermedades externas asociadas a estas plagas.
4.4. Variables por evaluar

La variable aleatoria observada corresponde a la medida registrada en cada unidad experimental.
En este estudio, se evaluaron las siguientes variables: grosor del tallo, altura de la planta, nimero
de hojas sanas, numero de hojas enfermas, y los porcentajes de incidencia y severidad de la

enfermedad. (Cuadro 3).

Cuadro 3. Descripcion de las variables registradas en el estudio.

Variable Medicion de las variables.

Grosor del tallo. Datos tomados con un Vernier en mm
Altura de la planta. Datos tomados con un centimetro lineal
NUmero de hojas sanas Contabilizadas visualmente.
Numero de hojas enfermas Contabilizadas visualmente.
Porcentaje de incidencia y severidad de la . .

Contabilizadas visualmente.
enfermedad

4.5. Toma de datos

La toma de datos se realizé cada siete dias, para la colecta de los datos se utilizaron instrumentos
como Vernier, centimetro lineal, escala visual para la incidencia y severidad de la enfermedad.

Partiendo de que las unidades experimentales tuvieran una semana de germinacion, se inicio el
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proceso de toma de datos. La misma metodologia de recoleccion de datos se implementd una
vez inoculado el patégeno. El registro de datos se realizé por medio de un formulario de toma

de datos que se presenta en Anexo 1.
4.6. Andlisis de datos

El analisis de los datos, después de su almacenamiento, incluye la aplicacion de analisis

descriptivos e inferenciales en programas computacionales. A continuacion, se describen.
4.6.1. Almacenamiento de los datos

Los datos tomados fueron almacenados en una tabla de datos utilizando una hoja de célculos del
programa computacional Microsoft Excel. La tabla de datos estaba estructurada de manera
estandar, en la cual las filas corresponderan a los registros (cada planta muestreada) y las
columnas a las variables (categoricas y numéricas). Las dimensiones de la tabla de datos

utilizada fueron de 1,121 filas y 9 columnas.
4.6.2. Analisis descriptivos

Para aplicar un Andlisis de Varianza, los datos debian de cumplir dos supuestos, seguir una
distribucion normal y tener homogeneidad de varianza (Reyes, 2019). Para determinar si los
datos siguen una distribucion normal, se aplico la prueba de Shapiro-Wilk y para determinar
homogeneidad de varianza se aplico la prueba de Levene. Si los datos no cumplian estos
supuestos (los dos a la vez), eran transformados y a los datos transformados se les corria las
pruebas Shapiro-Wilks y Levene de nuevo; si los datos transformados continuaban
incumpliendo los supuestos, se utiliza una prueba homologa no paramétrica. La prueba
homdloga al Andlisis de Varianza de una via fue la de Kruskal-Wallis y la prueba homéloga
para Analisis de Varianza de medidas repetidas fue la de Friedman. Asociado a la prueba
paramétrica o no paramétrica se aplico una prueba de separacion de medias 0 mediana con las
pruebas de Tukey o Dunn, respectivamente. Reyes, G. (2019). El procedimiento para la

implementacién de las pruebas en el programa R y sus resultados se encuentran en el anexo 4.

Los datos se describieron utilizando la media (x error estandar) y la mediana como medidas de
tendencia central, las cuales fueron representadas con graficos de linea, graficos de barras y
gréficos de caja. Estos ultimos representaban los valores de la mediana, los méximos, minimos,

el primer y tercer cuartil y se incluian las observaciones como puntos dispersos. También se
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calcul6 el porcentaje, a partir de las variables categoricas, principalmente para representar la
severidad, el ABCPE y el ABCPICa.

Analisis inferenciales

Las pruebas inferenciales utilizadas en esta investigacion estan en la categoria de pruebas de
hipdtesis, en la que nos permitird aceptar o rechazar una afirmacion por medio de datos
numericos. Para todas las pruebas de hipdtesis en este trabajo se utiliz6 un nivel de significancia
(o) de 0.05.

Analisis de varianza

En principio se aplicd la prueba de Sharpiro-Wilks para verificar el supuesto de normalidad y
la prueba Levene para verificar el supuesto de homogeneidad de varianza, previo a la
implementacién de un Andlisis de Varianza, tomando como referencia a Di Rienzo, et al. (2008)
y Santamaria, Inzunza y Sénchez (2009). En el caso especifico de la informacion de esta
investigacién, no se cumplieron los supuestos, por lo que se procedié a aplicar una prueba
alternativa no paramétrica, en este caso la de Kruskal-Wallis. Con esta prueba se exploraron las

diferencias entre las medianas de los tratamientos (factor) en funcion de las variables numéricas.
La hipotesis de la prueba fue la siguiente:

Ho: g = Uy = piz o fly

H, = Al menos una mediana no es igual.

Donde,

w1 = Mediana de los grupos (niveles del factor).

El modelo lineal de la prueba de Kruskal-Wallis es:

YVij=u+1; + &;j

Donde,

Y; ;= es la j-ésima observacion del i-ésimo tratamiento.

u=es el valor de la mediana.
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7,= es el efecto del i-ésimo tratamiento.
g;;= es el error o residuo.

La comparacion mdaltiple entre las medinas de los niveles del factor se realizé utilizando la
prueba aposteriori de Dunn. Para medidas repetidas se aplico la opcion no paramétrica llamada

Prueba de Friedman.
Prueba Chi-Cuadrado

Las variables numéricas continuas provenientes de conteos (frecuencias de observacion) fueron
analizadas mediante tablas de contingencias, analisis cuyo procedimiento principal es la prueba
Chi-Cuadrado (Dagnino, 2014). Para este analisis se definio la variable categorica dependiente
e independiente, siendo la variable dependiente la respuesta y las variables independientes las
condiciones que ejercen efecto sobre la variable dependiente (por ejemplo, los tipos de

tratamientos).

La ecuacion de Chi-cuadrado es la siguiente:

XZ:z(O_EE)Z

X?2= Chi-cuadrado.

0= eventos observados.

E= eventos esperados.

4.6.3. Incidencia y severidad

La incidencia consiste en el porcentaje de hojas con sintomas y se calculé con la relacion entre
las hojas con sintomas y el total de hojas muestreadas, a como se presenta en la siguiente

ecuacion (Castillo-Arévalo y Jiménez-Martinez, 2020):

Numero de hojas muestreadas con sintomas

indi oy = x 100
ndicencia (%) Total de hojas muestreadas
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La severidad representa el nivel de dafio foliar en las plantas muestreadas y se calcul6 con la

siguiente ecuacion (Castillo-Arévalo y Jiménez-Martinez, 2020):

[
Severidad (%) = % %X 100

Donde,
i= sumatoria de valores observados.
N=nuamero de plantas muestreadas.

Vmax= valor maximo de la escala.

En esta investigacion la escala estuvo dada de la siguiente forma (Dixon y Estrada, 2022):

Cuadro 4. Escalas de incidencia y severidad, y su descripcion. (Dixon y Estrada, 2022)

Clasificacion | Categoria Descripcion
1,2,3 Resistente | Sintomas no visibles o muy leves.
.| Sintomas visibles y conspicuos que solo ocasionan un dafio
4,56 Intermedio L y P g
econdémico.

Sintomas severos a muy severos que causan pérdidas

7,89 Susceptible considerables en rendimiento o la muerte.

Para la escala visual de la incidencia y severidad se utilizo la escala diagramatica de la hoja de
soja, debido a que ambas plantas son leguminosas, tienen hojas compuestas trifoliadas, tienen

un tamafio similar y la disposicion de las hojas en ambas plantas son alternas en los tallos.
4.6.4. Programas computacionales

Para el almacenamiento de los datos se utilizo6 las hojas de calculo del programa computacional
Microsoft Excel. Los analisis descriptivos e inferenciales se realizaron con el programa
computacional R (R Core Team, 2023) y su interfaz RS - studio (Posit Team, 2023), las

visualizaciones se realizaron con el paquete ggplot2 (Wickham, 2016).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Variables de crecimiento generalizadas

De manera general, en la Gltima medicion de las plantas de Phaseolus vulgaris se obtuvo un
promedio (x error estandar) del diametro de 3.4+0.1 mm, con un valor minimo de 2 mm y un
valor maximo de 4 mm. En términos de la altura se registré un promedio de 50.0+£0.4 cm con
valor minimo de 39 cm y méximo de 58 cm. EI nimero de hojas promedio fue de 16.2+1.2
hojas, con un minimo de cero y un maximo de 35 hojas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Descripcion general de las variables didmetro, altura'y nimero de hojas de Phaseolus
vulgaris en la tltima medicion.

Variables Promedio Minimo Maximo
Diametro 3.4+0.1 2 4
Altura 50.0+0.4 39 58
Numero de hojas 16.2 £1.2 0 35

A lo largo de catorce semanas, se registraron datos sobre el crecimiento de P. vulgaris,
evaluando el diametro del tallo (mm), la altura de la planta (cm) y el nimero de hojas. Los
resultados indican una tendencia de crecimiento progresivo en todas las variables medidas
reflejando un desarrollo uniforme de las plantas. En la semana nueve el crecimiento progresivo
de las plantas se ve afectado por la afectacion del patdgeno lo que indica que puede influir en

las variables de crecimiento mencionadas anteriormente (Figura 5).
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Figura 5. Representa las variables: A. Diametro (mm), B. Altura (cm) y C. NUmero de hojas de
las plantas de Phaseolus vulgaris de forma generalizada en el tiempo divido en semanas sin
representacion grafica de los tratamientos.

El didmetro del tallo muestra un crecimiento constante, con un valor minimo de 2.5 mmy un
valor maximo de 4 mm. En la semana 5, las plantas alcanzaron el valor maximo de 4 mm,
manteniéndose constante hasta la semana 12, cuando estos valores decrecieron debido a la
desecacion gradual de las plantas por la reduccion de su capacidad para producir energia a partir

de la luz solar, debilitando su sistema vascular.

Los valores de la altura de la planta muestran un valor maximo de crecimiento de 50 cm. En la
semana 9, las plantas dejan de crecer y mantienen el valor maximo constante hasta la semana
14. El numero de hojas de las plantas presenta un crecimiento sistematico hasta la semana 9,
disminuyendo abruptamente en la semana 10, debido a la inoculacién del patégeno, que provoca
una pérdida foliar notable al interrumpir la funcion normal de las hojas. Con la aplicacion de los

tratamientos, se logra estabilizar la pérdida foliar, reduciendo el impacto del patgeno.
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5.2 Relacion de las variables de crecimiento con las variables epidemiolégicas

Las variables de crecimiento de las plantas (altura, diametro del tallo y nimero de hojas) estan
estrechamente relacionadas con las variables epidemioldgicas (incidencia y severidad del

patdgeno) debido a que:

La altura de la planta puede verse afectada por la presencia de patdgenos. Las plantas infectadas
suelen mostrar un crecimiento reducido debido al estrés causado por la enfermedad. Ademas, la
altura puede influir en la dispersion de esporas y otros agentes patdgenos, afectando la
incidencia de la enfermedad.

El diametro del tallo también puede ser afectado por la infeccion de patdgenos. Un tallo méas
delgado puede ser un indicador de una planta debilitada por la enfermedad. Ademas, un tallo

mas grueso puede ofrecer una mayor resistencia a la penetracion de patdgenos.

El nimero de hojas puede disminuir en plantas infectadas debido a la caida prematura de hojas
0 a la inhibicion del crecimiento de nuevas hojas. Las hojas son esenciales para la fotosintesis,

y una reduccién en su nimero puede afectar negativamente el crecimiento general de la planta.

La incidencia se refiere al nimero de plantas afectadas por el patdgeno, mientras que la
severidad se refiere al grado de dafio causado. Ambas variables epidemioldgicas pueden influir
en las variables de crecimiento mencionadas anteriormente. Por ejemplo, una alta incidencia de
patdgenos puede llevar a una mayor competencia por recursos y, por lo tanto, a un crecimiento

reducido.

Las variables de crecimiento y las variables epidemiol6gicas estan interrelacionadas y pueden
influirse mutuamente. EIl estudio de estas relaciones es crucial para desarrollar estrategias

efectivas de manejo de enfermedades en plantas.

5.3. Efecto de los tratamientos en las variables de crecimiento

La linea evidencia el crecimiento de las plantas de P. vulgaris en el tiempo para cada uno de los
tratamientos. Los datos se recolectaron cada siete dias, mostrando una tendencia de crecimiento
constante hasta el momento de la inoculacién del patégeno (Cercospora spp.) en la semana 9.
Se muestra el comportamiento de las plantas en las variables de crecimiento luego de la

aplicacion de los diferentes tratamientos (Figura 6).
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Figura 6. Representa las variables: A. Didmetro (mm), B. Altura (cm) y C. NUmero de hojas de
las plantas de Phaseolus vulgaris en el tiempo divido en semanas para cada tratamiento; para el
testigo (TESTIGO), el tratamiento con Trichoderma spp. (TRICHO), tratamiento con Bacillus
subtilis (BACIL-SUBT), tratamiento con Acido Pirolefioso (ACIDO-PIROL) y tratamiento con
la combinacién de Trichoderma spp. + Bacillus subtilis (TRICHO+BACIL-SUBT). Partiendo
de la semana nueve cuando se inocula el patdgeno en las unidades experimentales.

El didmetro del tallo crece hasta 4 mm en la semana 12 y luego disminuye. El testigo muestra
los valores méas bajos debido a la ausencia de manejo del patégeno. El tratamiento més efectivo
es Bacillus subtilis, seguido de Trichoderma spp., Trichoderma spp. + Bacillus subtilis y el

menos efectivo es Acido Pirolefioso.

La altura de la planta se mantiene en 50 cm de la semana 9 a la 11. En la semana 12, el testigo
presenta una caida abrupta debido a la desecacion de las unidades experimentales. El tratamiento
mas efectivo es Trichoderma spp., seguido de Trichoderma spp. + Bacillus subtilis, Bacillus
subtilis y el menos efectivo es Acido Pirolefioso.

El nimero de hojas se mantiene en 40 de la semana 9 a la 10, luego disminuye drasticamente.
El testigo es el méas afectado, terminando en defoliacion total. El tratamiento mas efectivo es
Trichoderma spp. + Bacillus subtilis, sequido de Trichoderma spp., Bacillus subtilis y el menos

efectivo es Acido Pirolefioso.
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5.4. Comparacion entre tratamientos para las variables de crecimiento

Se muestra el crecimiento de plantas de P. vulgaris en términos de diametro (7A), altura (7B) y
numero de hojas (7C) comparando diferentes tratamientos. El eje X de los tres paneles incluye
el testigo y los tratamientos: Trichoderma spp., Bacillus subtilis, Acido Pirolefioso y
Trichoderma spp. + Bacillus subtilis. El eje Y representa las variables de crecimiento

seleccionadas (Figura 7).

Los valores se muestran en gréficos de caja, con la mediana representada por una linea
horizontal y los puntos individuales fuera de las cajas. Se incluye el valor de probabilidad (p)
de la prueba de Kruskal-Wallis y los resultados de la prueba de Dunn para comparacion maltiple
de datos no paramétricos. Letras diferentes indican diferencias significativas, comenzando con
"a" para el nivel con menor mediana. Los procedimientos de los analisis estadisticos en el

programa computacional R se encuentran en el anexo 4.
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Figura 7. Representa las variables: A. Diametro (mm), B. Altura (cm) y C. Numero de hojas de
las plantas de Phaseolus vulgaris medidas para el testigo (TESTIGO), el tratamiento con
Trichoderma spp. (TRICHO), tratamiento con Bacillus subtilis (BACIL-SUBT), tratamiento
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con Acido Pirolefioso (ACIDO-PIROL) y tratamiento con la combinacion de Trichoderma spp.
+ Bacillus subtilis (TRICHO+BACIL-SUBT).

Para las tres variables es notorio un valor de mediana bajo para el testigo en comparacion con
los tratamientos, debido a que las unidades experimentales entraron en etapa de senescencia y
paulatinamente se fueron secando. Ademas, es notable que el tratamiento 1 presenta los mayores
valores de la mediana en las tres variables, aunque no haya sido significativo para el namero de
hojas. En el gréfico 7A, se observa un decrecimiento del didmetro a lo largo del tiempo, siendo
mas abrupto en el testigo en comparacion con los tratamientos, lo cual es significativo (p =
0.002).

En el grafico 7B, se evidencia una diferencia en la variable altura a lo largo del tiempo, con el
testigo presentando el valor minimo de mediana. El tratamiento con Bacillus subtilis muestra
una mediana similar al testigo, mientras que los tratamientos con Acido Pirolefioso y la
combinacién de Trichoderma spp. + Bacillus subtilis tienen medianas similares entre si, pero
con pequenias similitudes con el tratamiento Trichoderma spp. El tratamiento Trichoderma spp.
presenta el valor maximo para la variable de crecimiento (55 cm), siendo significativo (p =
0.02).

En el grafico 7C, se observa una gran diferencia en el nimero de hojas entre el testigo y los
tratamientos (TRICHO — TRICHO+BACIL-SUBT) debido a la severidad del patdgeno. Los
tratamientos tienen medianas similares entre si, lo cual se confirma con la prueba de Kruskal
Wallis (p = 0.07). A pesar de esto, el tratamiento Trichoderma spp. obtiene el valor méximo de

mediana, seguido de cerca por el tratamiento Bacillus subtilis.
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Figura 8. Representa el desarrollo de las plantas de Phaseolus vulgaris en cuanto al diametro
(cm) a lo largo de las semanas (9 — 14 semanas) en las que se aplico los tratamientos.

La reduccion del diametro del tallo a lo largo del tiempo se puede deber a la desecacion
progresiva de las unidades experimentales, lo que provocé una pérdida periddica de grosor en
el tallo. En el caso del testigo, la reduccion mas abrupta del didmetro en comparacién con los
tratamientos se debe a la falta de proteccién contra el patégeno, lo que demuestra la severidad

de la enfermedad en ausencia de un manejo adecuado.

Esto resalta la importancia de los tratamientos en el manejo del patdgeno, ya que todos ellos
mostraron significancia segun la prueba de Friedman. El tratamiento con mayor valor de
mediana fue Bacillus subtilis (p = 0.01), seguido de Trichoderma spp. (p = 0.002), la
combinacion de Trichoderma spp. + Bacillus subtilis (p = 0.02), y finalmente Acido Pirolefioso
(p = 0.001). Estos resultados demuestran la efectividad de los tratamientos en la mitigacion de

la reduccion del didmetro del tallo causada por el patdgeno.
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Figura 9. Representa el desarrollo de las plantas de Phaseolus vulgaris en cuanto a la altura
(cm) a lo largo de las semanas (9 — 14 semanas) en las que se aplicé los tratamientos.

La reduccidn de la altura a lo largo del tiempo se atribuye a la senescencia de las unidades
experimentales, lo que provocd un decrecimiento progresivo en su tamafio. En el caso del
testigo, la disminucion mas abrupta de la altura en comparacién con los tratamientos se puede
deber a la falta de un agente organico para el manejo del patégeno, lo que pone de manifiesto la

severidad de la enfermedad sin un manejo adecuado.

Los resultados muestran que los tratamientos tuvieron una significancia notable en el manejo
del patdgeno, segun la prueba de Friedman. El tratamiento con el mayor valor de mediana fue
Trichoderma spp. (p = 0.001), seguido de la combinacion de Trichoderma spp. + Bacillus
subtilis (p = 0.04), Bacillus subtilis (p = 0.001), y por tltimo Acido Pirolefioso (p = 0.9). Estos
datos demuestran la efectividad de los tratamientos en la mitigacion de la reduccion de la altura

causada por el patégeno.
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Figura 10. Representa el desarrollo de las plantas de Phaseolus vulgaris en cuanto al nUmero
de hojas a lo largo de las semanas (9 — 14 semanas) en las que se aplico los tratamientos.

La reduccion del nimero de hojas a lo largo del tiempo se debe a la senescencia de las unidades
experimentales, lo que provoco una defoliacion progresiva. En el caso del testigo, la
disminucién mas abrupta del nimero de hojas en comparacion con los tratamientos se debe a la
ausencia de agentes organicos para el manejo del patégeno, lo que resulté en la pérdida foliar y
la eventual muerte de las unidades experimentales, demostrando asi la severidad de la

enfermedad.

Entre las semanas nueve y diez, se inoculd el patdgeno y se observé un alto porcentaje de
afectacion, lo que llevé a una abrupta defoliacion en todas las unidades experimentales. Los
tratamientos mostraron una significancia notable en el manejo del patdégeno, segun la prueba de
Friedman. El tratamiento con el mayor valor de mediana fue Trichoderma spp. (p = 0.001),
seguido de la combinacién de Trichoderma spp. + Bacillus subtilis (p = 0.001), Bacillus subtilis
(p = 0.001), y por Gltimo Acido Pirolefioso (p = 0.001).
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Estos resultados evidencian la efectividad de los tratamientos en la mitigacion de la reduccion
del nimero de hojas causada por el patégeno, destacando la importancia de un manejo adecuado

para controlar la severidad de la enfermedad y minimizar las pérdidas foliares.

5.5. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad incidencia y severidad

Se muestra el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE). La linea evidencia el
porcentaje de severidad de la enfermedad en el tiempo para cada uno de los tratamientos. Los
datos se recolectaron cada siete dias, mostrando el comportamiento de la severidad del patdgeno
(Cercospora spp.) bajo la influencia de los tratamientos y detectando diferencias significativas

en la severidad del patdgeno entre tratamientos.
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Figura 11. Representa el area bajo la curva del progreso de la enfermedad donde en el eje x se
muestran los dias despues de la aplicacién del patogeno y en el eje y el porcentaje de severidad
para cada uno de los tratamientos evaluados.

La severidad de Cercospora spp. fue mas alta en el tratamiento con Trichoderma spp. (32.08%),
seguido por Bacillus subtilis y Acido Pirolefioso (ambos con 26.11%), y la combinacion
Trichoderma spp. + Bacillus subtilis (25.69%). El porcentaje del testigo fue menor (18.61%)
debido a la senescencia y defoliacion severa de las plantas.
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Para el dia catorce, la severidad disminuyo significativamente en todos los tratamientos, con la
combinacién Trichoderma spp. + Bacillus subtilis mostrando la menor severidad final (7.64%),
seguido por Bacillus subtilis (11.25%), Trichoderma spp. (11.94%) y Acido Pirolefioso

(12.77%).
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Figura 12. Representa el Area bajo la curva del progreso de la enfermedada (ABCPE) donde
en el eje x se muestran los dias después de la aplicacion del patdgeno y en el eje y el porcentaje
de severidad para cada uno de los tratamientos evaluados.

Las plantas testigo mostraron un menor porcentaje de progreso de la enfermedad debido a que
estaban expuestas al ataque biolégico del patégeno sin tratamientos, lo que provocOd que
activaran mecanismos de defensa, como la produccion de etileno para la abscision de hojas, y

utilizaran la energia en regular el crecimiento y desarrollo. Esta defoliacion severa impidio

recolectar datos precisos del avance de la enfermedad.

En cuanto a los tratamientos, el mas efectivo fue la mezcla de Trichoderma spp. + Bacillus

subtilis con una efectividad del 560.5%, seguido por Bacillus subtilis (674.7%), Trichoderma

spp. (715%) y Acido Pirolefioso (767%).
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Figura 13. Representa el Area bajo la curva del progreso de la incidendia (ABCPICa) donde
en el eje x se muestran los dias después de la aplicacion del patogeno y en el eje y el porcentaje
de severidad para cada uno de los tratamientos evaluados.

El testigo presentd la mayor incidencia de la enfermedad con un 3342.15% debido a la falta de
proteccion. La efectividad de los tratamientos para reducir la incidencia de la enfermedad fue la
siguiente: Tratamiento Trichoderma spp. + Bacillus subtilis: 987.04%, tratamiento Trichoderma

spp.. 1122.77%, tratamiento Bacillus subtilis: 1307.39%, tratamiento Acido Pirolefioso:

1752.00%.
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VI. CONCLUSIONES

El manejo de Cercospora spp. en el cultivo de frijol en invernadero resulto ser efectivo
utilizando productos organicos seleccionados. Los tratamientos demostraron una reduccion
significativa en la incidencia y severidad de la enfermedad, manejando el avance del patdgeno;
siendo el tratamiento Trichoderma spp. + Bacillus subtilis el que present6 el mejor manejo en

cuanto a la incidencia y severidad del patdgeno Cercospora spp.

Comparando los diferentes tratamientos se observd que por separado los tratamientos
Trichoderma spp. y Bacillus subtilis obtuvieron significancias aceptables en cuento al manejo
del patdgeno, pero en combinacion actuaron de forma mas efectiva manejando el progreso de

la enfermedad.

Los tratamientos orgénicos mostraron una eficacia notable en el manejo de Cercospora spp.,
reduciendo la severidad de la enfermedad de un 32.08% a un 7.64%, destacando su viabilidad

como alternativas sostenibles a los métodos tradicionales.

La infeccion por el patégeno resultd en una reduccion significativa en las variables de
crecimiento de las plantas de frijol, indicando que el desarrollo de las plantas se ve adversamente

afectado por la presencia de la enfermedad.
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VIl. RECOMENDACIONES

Para futuras réplicas de este experimento incluir mas unidades experimentales con la finalidad
de evaluar distintas formas en qué los agentes bioldgicos pueden ser aplicados, por ejemplo (por

sistema de riego, via drench o por inoculacion sistematica).

Es recomendable replicar este experimento en &reas de cultivo en parcelas especificas que
tengan las condiciones climéticas adecuadas para el cultivo, con la finalidad de incluir datos
floraciéon y de produccion. De tal forma que se pueda evaluar el beneficio de los productos

orgénicos para mitigar el patégeno y por lo tanto conocer su impacto en la produccion.

Si se desea replicar el experimento en campo se recomienda tener la precaucion de dejar el
terreno en reposo debido a que el patdgeno puede vivir en el area utilizada por tiempo

prolongado de hasta més de 2 afios.

Recomendar a los agricultores sobre la implementacion de estrategias organicas para el manejo
de Cercospora spp. en diferentes tipos de cultivos, evaluando la sostenibilidad en comparacién
con los tratamientos quimicos, considerando factores como el costo, la seguridad ambiental y
los beneficios a largo plazo.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Formulario de toma datos del experimento.

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA

Direccién Especifica de Ciencias Agricolas
FORMULARIO DE TOMA DE DATOS
Manejo de la mancha foliar (Cercospora spp.) en el cultivo del frijol
(Phaseolus vulgaris L.) en invernadero.
Medicion: Fecha: NuUmero de mesa:

CP T DT AP NH | CHA | CHS | %l % S

CP = codigo de planta; T = cddigo de tratamiento/testigo (T = testigo, T1 =
tratamiento 1, T2 = tratamiento 2, T3 = tratamiento 3, T4 = tratamiento 4);
DT = diametro del tallo; AP = altura de la planta; NH = nimero de hojas;
CHA = cantidad de hojas afectadas; CHS = cantidad de hojas sanas; % | =

porcentaje de incidencia; % S = porcentaje de severidad.
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Anexo 2. Escala visual para la incidencia y severidad de la enfermedad. Escala diagramatica en
hoja de soja. Fuente: Calvifio (2023).

21/08/2024709:15

Inoculacion del patégeno. Dia 7 después de la inoculacion del
patdgeno.
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Aplicacion de los tratamientos. Unidades expermenta
12.

-
les en la semana

Anexo 4. Codificacion en R que presenta la aplicacion de las pruebas Shapiro Wilks (supuesto
de normalidad), Levene (homogeneidad de varianza), Kruskal Wallis y la comparacion multiple
de Dunn.
# Informacion asociada a la figura 7.
# Prueba de Shapiro wilks para el diametro del tallo (DT), altura de Ta
planta (AP) y numero de hojas (NH) en funcién de cada nivel de Tos
tratamientos.

E\S@pp1y(TD3$DT, TD3$TT, FUN = shapiro.test)

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
w = 0.75, p-value < 2.2e-16
$1

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
w = 0.46012, p-value = 2.268e-07
$°2°

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
w = 0.41281, p-value = 7.525e-07
$°3°
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Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
W = 0.32693, p-value = 1.207e-06
$°4°

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
W = 0.41281, p-value = 7.525e-07

E tapply(TD3$AP, TD3$TT, FUN = shapiro.test)
00

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
w = 0.75, p-value < 2.2e-16

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
W = 0.91615, p-value = 0.09606

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
w = 0.75078, p-value = 0.000918

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
w = 0.7681, p-value = 0.004157

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
W = 0.91622, p-value = 0.1686

E tapply(TD3$NH, TD3$TT, FUN = shapiro.test)
0
Shapiro-wilk normality test
data: Xx[[i]]
W = 0.96429, p-value = 0.6369
$°1°
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Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
W = 0.95904, p-value = 0.5536
$2°

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
W = 0.94632, p-value = 0.4685
$°3°

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
W = 0.92955, p-value = 0.3754
$°4°

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
W = 0.92394, p-value = 0.2212

# Prueba de Levene para el diametro del tallo (DT), altura de T1a planta
cada nivel de Tos tratamientos.

(AP) y nimero de hojas (NH) en funcién de

> Tibrary('"car")

> leveneTest(DT ~ TT, data = TD3)

Levene's Test for Homogeneity of variance
Df F value Pr(>F)

group 53 0.3275 0.8584

> leveneTest(AP ~ TT, data = TD3)
Levene's Test for Homogeneity of variance
Df F value Pr(>F)
group 3 1.0185 0.4053
5

> leveneTest(NH ~ TT, data = TD3)
Levene's Test for Homogeneity of variance
Df F value Pr(>F)
group 4 2.1781 0.08247 .
59

(center

(center

(center

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 *.

median)

median)

median)

0.1 “ 1

# Prueba de Shapiro wilks para el diametro del tallo (DT), altura de Ta
planta (AP) y numero de hojas (NH) transformados con logaritmo natural en

funcion de cada nivel de los tratamientos.

E‘Sgpp1y(1og(TD3$DT), TD3$TT, FUN = shapiro.test)

Shapiro-wilk normality test

data: Xx[[i]]
W= 0.75, p-value < 2.2e-16

$°1°
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Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
W = 0.44506, p-value = 1.696e-07
$2°

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
W = 0.41281, p-value = 7.525e-07
$°3°

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
W = 0.32693, p-value = 1.207e-06
$4°

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
W = 0.41281, p-value = 7.525e-07

E tapply(1og(TD3$AP), TD3$TT, FUN = shapiro.test)
0

Shapiro-wilk normality test

data: Xx[[i]]
W= 0.75, p-value < 2.2e-16

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
W = 0.92491, p-value = 0.1395

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
w = 0.76012, p-value = 0.001183

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
W = 0.77216, p-value = 0.004598
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Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
w = 0.90031, p-value = 0.09623

E‘S@pp1y(1og(TD3$NH), TD3$TT, FUN = shapiro.test)

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
W = 0.98122, p-value = 0.7374
$°1

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
W = 0.83948, p-value = 0.004545

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
w = 0.88274, p-value = 0.05213

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
W = 0.83874, p-value = 0.02673

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
w = 0.78534, p-value = 0.002399

# Prueba de Kruskal wallis para el diametro del tallo (DT), altura de Ta
planta (AP) y numero de hojas (NH) en funcién de cada nivel de Tos
tratamientos.

> kruskal.test(DT ~ TT, data = TD3)

Kruskal-wallis rank sum test

data: DT by TT

Kruskal-wallis chi-squared = 16.471, df = 4, p-value = 0.002448
> kruskal.test(AP ~ TT, data = TD3)
Kruskal-wallis rank sum test
data: AP by TT
Kruskal-wallis chi-squared = 12.305, df = 4, p-value = 0.01522
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> kruskal.test(NH ~ TT, data TD3)
Kruskal-wallis rank sum test

data: NH by TT
Kruskal-wallis chi-squared = 8.6581, df = 4, p-value = 0.07024

# Prueba de comparacidén maltiple de Dunn para el diametro del tallo (DT) y
altura de la planta (AP) en funcidén de cada nivel de Tos tratamientos.

> dunnTest(DT ~ TT, method = "bonferroni", data = TD3)

Dunn (1964) Kruskal-wallis multiple comparison
p-values adjusted with the Bonferroni method.
Comparison z P.unadj P.adj

1 0 - 1 -3.71651784 2.019874e-04 0.0020198738

2 0 - 2 -3.78191939 1.556238e-04 0.0015562376

3 1 -2 -0.24021487 8.101637e-01 1.0000000000

4 0 - 3 -3.89247464 9.922687e-05 0.0009922687

5 1 - 3 -0.55230824 5.807372e-01 1.0000000000

6 2 - 3 -0.31160923 7.553375e-01 1.0000000000

7 0 - 4 -3.68704798 2.268706e-04 0.0022687059

8 1 -4 -0.06649546 9.469834e-01 1.0000000000

9 2 -4 0.16432210 8.694776e-01 1.0000000000

10 3 -4 0.46653360 6.408336e-01 1.0000000000

> dunnTest(AP ~ TT, method = "bonferroni", data = TD3)

bunn (1964) Kruskal-wallis multiple comparison
p-values adjusted with the Bonferroni method.

Comparison

1 0
2 0
3 1
4 0
5 1
6 2
7 0
8 1
9 2
10 3

ARARDMNPAMWWWNNERE

# Informacion

# Prueba de Shapiro wilks para el diametro del tallo (DT),
planta (AP) y numero de hojas (NH) en funcioén de cada nivel de las semanas.

> tapply(TD4$DT, TD4$TomaD, FUN
Error en FUN(X[[i]],

numeros 4.

4
-2.9534995
-1.7247668

2.1542099
-2.2362418
1.0614840
-0.9105373
-2.7590491
0.2603317
-1.7914294
-0.7784386

asociada a

OCOOOOOOOOO0O

.003141931
.084569505
.031223715
.025335936
.288470019
.362539232
.005796983
.794607933
.073224407
.436310488

P.unadj

RPORORRFROOOO

P.adj

.03141931
.84569505
.31223715
.25335936
.00000000
.00000000
.05796983
.00000000
.73224407
.00000000

Ta figura 8, 9 y 10.

L)
E tapply(TD4$AP, TD4$TomaD, FUN
g

all 'x

Shapiro-wilk normality test

data:

x[[i]]

w = 0.79182, p-value = 2.818e-09

$10°

Shapiro-wilk normality test

data:

x[[1]1]

W = 0.79182, p-value = 2.818e-09
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$11°

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
W = 0.79182, p-value = 2.818e-09
$°12°

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
W = 0.90657, p-value = 2.334e-05
$°13°

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
W = 0.9516, p-value = 0.00426
$°14°

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
W = 0.95376, p-value = 0.00569

E tapply (TD4$NH, TD4$TomaD, FUN =
“g°

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
W = 0.78608, p-value = 1.968e-09

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
W = 0.94849, p-value = 0.002827

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
W = 0.96436, p-value = 0.02498

Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
w = 0.97905, p-value = 0.2131

shapiro.test)
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$°13°
Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
W = 0.95062, p-value = 0.003743

$714°
Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
W = 0.91248, p-value = 4.271e-05

# Prueba de Levene para el diametro del tallo (DT), altura de la planta
(AP) y nimero de hojas (NH) en funcién de cada nivel de las semanas.

> leveneTest(DT ~ TomaD, data = TD4)

Levene's Test for Homogeneity of Vvariance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 5 21.58 < 2.2e-16 ***
474

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ * 1
> leveneTest(AP ~ TomaD, data = TD4)

Levene's Test for Homogeneity of variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 5 4.0753 0.001243 *=*
474
Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ * 1

> leveneTest(NH ~ TomaD, data = TD4) )
Levene's Test for Homogeneity of variance (center = median)

Df F value Pr(>F)
group 5 12.14 4.395e-11 ***
474
Signif. codes: 0 ‘*¥**’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1

# Prueba de Shapiro wilks para el diametro del tallo (DT), altura de la
planta (AP) y numero de hojas (NH) transformados con logaritmo natural en
funcién de cada nivel de Tas semanas.

> tapply(log(TD4$DT), TD4$TomaD, FUN = shapiro.test)

Error en FUNCX[[i]], ...): all 'x' values are identical # varios valores
iguales (4).
E tapply(log(TD4$AP), TD4$TomaD, FUN = shapiro.test)
9
Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
w = 0.80171, p-value = 5.307e-09
$°10°
Shapiro-wilk normality test

data: X[[i]]
w = 0.80171, p-value = 5.307e-09
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$11°

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
w = 0.80171, p-value = 5.307e-09
$°12°

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
w = 0.9159, p-value = 6.12e-05
$°13°

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
w = 0.94038, p-value = 0.001009
$°14°

Shapiro-wilk normality test
data: Xx[[i]]
W = 0.9399, p-value = 0.0009512

E tapply(1og(TD4$NH) , TD4$TomaD, FUN = shapiro.test)
9

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
W = 0.79208, p-value = 2.863e-09
$°10°

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
w = 0.93848, p-value = 0.0007995
$°11°

Shapiro-wilk normality test
data: X[[i]]
w = 0.95153, p-value = 0.004224
$°12°

Shapiro-wilk normality test

data: Xx[[i]]
W = NaN, p-value = NA
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13"

Shapiro-wilk normality test

ta: X[[i]]
= NaN, p-value = NA
14°
Shapiro-wilk normality test
ta: X[[i]]
= NaN, p-value = NA
Prueba de Friedman para comparacion de las medianas del didmetro del

11o (DT), altura de la planta (AP) y niumero de hojas (NH) en funcioén de
da nivel de las semanas.

Extraer informacidén por tratamiento

<-TD4 %>% filter(TT == "0")

<-TD4 %>% filter(TT == "1")

<-TD4 %>% filter(TT == "2")

<-TD4 %>% filter(TT == "3")

<-TD4 %>% filter(TT == "4")

correr el test

stall.packages("rstatix")
brary("rstatix")

Informacion asociada a la figura 8.

TO0 %>% friedman_test(DT ~ TomaD | 1id)

A tibble: 1 x 6

Y. nh statistic df p method

<chr> <int> <db1> <dbl1> <db1> <chr>

DT 12 51.5 5 6.77e-10 Friedman test
Tl %>% friedman_test(DT ~ TomaD | 1id)

A tibble: 1 x 6

Y. n statistic df p method

<chr> <int> <db1> <dbl1> <db1> <chr>

DT 20 19.0 5 0.00194 Friedman test
T2 %>% friedman_test(DT ~ TomaD | id)

A tibble: 1 x 6

Y. nh statistic df p method

<chr> <int> <db1> <dbl> <dbl1l> <chr>

DT 16 14.9 5 0.0110 Friedman test
T3 %>% friedman_test(DT ~ TomaD | 1id)

A tibble: 1 x 6

Y. n statistic df p method

<chr> <int> <db1> <dbl1> <db1> <chr>

DT 16 23.8 5 0.000233 Friedman test
T4 %>% friedman_test(DT ~ TomaD | 1id)

A tibble: 1 x 6

.y. n statistic df p method

<chr> <int> <db1> <db1l> <dbl1l> <chr>

DT 16 12.9 5 0.0241 Friedman test

Informacion asociada a la figura 9.

TO %>% friedman_test(AP ~ TomaD | id)
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A tibble: 1 x 6

Y. n statistic df p method
<chr> <int> <db1> <dbl1> <db1> <chr>
AP 12 48.0 5 0.00000000362 Friedman test

Tl %>% friedman_test(AP ~ TomaD | id)
A tibble: 1 x 6

Y. n statistic df p method
<chr> <int> <db1> <dbl1> <db1> <chr>
AP 20 41.6 5 0.0000000713 Friedman test

T2 %>% friedman_test(AP ~ TomaD | id)
A tibble: 1 x 6

Y. n statistic df p method
<chr> <int> <db1> <dbl1> <db1> <chr>
AP 16 20.8 5 0.000888 Friedman test

T3 %>% friedman_test(AP ~ TomaD | id)
A tibble: 1 x 6

Y. n statistic df p method
<chr> <int> <db1l> <db1> <dbl1> <chr>
AP 16 1.40 5 0.924 Friedman test

T4 %>% friedman_test(AP ~ TomaD | id)
A tibble: 1 x 6

Y. n statistic df p method
<chr> <int> <db1> <dbl> <dbl1l> <chr>
AP 16 11.4 5 0.0448 Friedman test

Informacidén asociada a la figura 10.

TO %>% friedman_test(NH ~ TomaD | 1id)
A tibble: 1 x 6

Y. n statistic df p method
<chr> <int> <db1> <dbl1> <db1> <chr>
NH 12 58.6 5 2.41e-11 Friedman test

Tl %>% friedman_test(NH ~ TomaD | 1id)
A tibble: 1 x 6

Y. n statistic df p method
<chr> <int> <db1> <db1> <db1> <chr>
NH 20 89.4 5 8.79e-18 Friedman test

T2 %>% friedman_test(NH ~ TomaD | id)
A tibble: 1 x 6

Y. nh statistic df p method
<chr> <int> <db1> <dbl1> <db1> <chr>
NH 16 73.9 5 1.55e-14 Friedman test

T3 %>% friedman_test(NH ~ TomaD | 1id)
A tibble: 1 x 6

Y. n statistic df p method
<chr> <int> <db1> <db1> <db1> <chr>
NH 16 67.5 5 3.38e-13 Friedman test

T4 %>% friedman_test(NH ~ TomaD | 1id)
A tibble: 1 x 6

Y. n statistic df p method
<chr> <int> <db1> <db1> <db1> <chr>
NH 16 73.0 5 2.46e-14 Friedman test
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