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Resumen

El presente estudio se realizd con el proposito de evaluar parametros agronémicos y patolégicos
en dos genotipos de chocho mediante la aplicacion de radiacion solar en semilla y B. subtilis en
planta, para el control de antracnosis. Semillas de chocho del genotipo 1-451 Guaranguito y el
cruzamiento F3 (ECU 2658 x ECU 8415) fueron pre tratadas con radiacion solar en una estufa
casera por 45 minutos y en otro tratamiento plantas de los dos genotipos recibieron suspensiones
de B. subtilis. Para esto se sembraron los dos genotipos en la localidad de Calderdn, en un disefio
completamente al azar con tres repeticiones. La aplicacion de B. subtilis en planta presento
mejores resultados en los pardmetros agronomicos (nimero de brotes, nUmero de vainas por
planta, namero de semillas por vaina, semilla no comercial, rendimiento), patolégicos (severidad
e incidencia) e indice de clorofila. El pre tratamiento de semilla con radiacion solar afectd
significativamente la emergencia de plantulas en ambos genotipos; sin embargo el nimero de
brotes, nimero de vainas por planta, namero de semillas por vaina, semilla no comercial,

rendimiento, incidencia, severidad e indice de clorofila fueron superiores con relacion al testigo.

Palabras claves: Radiacién solar, Bacillus subtilis, Chocho, Antranosis,
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Abstract

The present study was carried out with the purpose of evaluating agronomic and pathological
parameters in two genotypes of lupin through the application of solar radiation in seed and B.
subtilis in plant for the control of anthracnose. Lupin seeds of the 1-451 Guaranguito genotype
and the F3 cross (ECU 2658 x ECU 8415) were pre-treated with solar radiation in a home oven
for 45 minutes, in another treatment were applied to the two genotypes. For this the two lupin
genotypes were sown in the town of Calderdn in a completely randomized design with three
repetitions. The application of B. subtilis in plant presented better results in agronomic
parameters (number of shoots, number of pods per plant, number of seeds per pod, non-
commercial seed, yield), pathological (severity and incidence) and chlorophyll index. The pre-
treatment of seed with solar radiation significantly affected the emergence of the seedlings in
both genotypes, however number of shoots, number of pods per plant, number of seeds per pod,
non-commercial seed, yield, incidence, severity and chlorophyll index were higher tan the

control.

Keywords: Solar radiation, Bacillus subtilis, Cunt, Lupin
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Capitulo |
Introduccién

Antecedentes

El chocho (Lupinus mutabilis) conocido también como tauri, tarwi o lupino es
una leguminosa propia de los Andes Centrales, la cual esta distribuida en Per0, Bolivia,
Chile, Colombia y Ecuador, donde se consume en forma de grano desamargado fresco
(Caicedo & Peralta, 2001), debido a que su semilla contiene alto contenido de proteina
(44,3 %), grasa (16,5 %), carbohidratos, minerales y fibra por lo que el chocho es

considerado un alimento util para la alimentacion del ser humano.

En nuestro pais existen pequefios agricultores que se dedican a su cultivo, quienes
utilizan técnicas tradicionales para su produccion, pero a pesar de usar estas técnicas no
se ha podido explotar al maximo, generando un bajo rendimiento (Tapia, 2015). La baja
produccidn en el cultivo suele deberse a algunos factores como: el uso de semilla

infectada y el ataque de plagas y enfermedades.

La enfermedad més devastadora del chocho es la antracnosis, causada por el
patogeno Colletotrichum acutatum, que es un hongo que ataca especialmente a semillas,
tallos, hojas y vainas, provocando lesiones oscuras que se secan y toman la apariencia de
guemadura. Este hongo puede sobrevivir mas de dos afios dentro de la semilla, donde las
plantulas que emergen pueden presentar lesiones en el tallo, cotiledones y el peciolo de

las hojas, luego de algunos dias estas lesiones generan esporas que son diseminadas
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facilmente por medio de la lluvia, viento, animales e insectos, logrando infectar a todo el

cultivo (Falconi, Viser, & Heusden, 2013).

En la actualidad se ha venido combatiendo a este patdgeno, sin embargo su
control no ha sido muy efectivo debido a su alta virulencia en el hospedero y a que no
existe ningun producto quimico que logre erradicar al patégeno de la semilla, por tanto es
necesario implementar nuevas tecnologias que ayuden con su control, para de esta forma

mejorar el rendimiento del cultivo.

Una alternativa viable es el uso de radiacion solar UV-B, que en aplicacion
moderada generada algunos beneficios como: mejora el funcionamiento de las estructuras
proteicas de la semilla, reduce microorganismos fungicos y activa el mecanismo de
defensa en el tejido vegetal (Falconi & Yanez-Mendizabal, 2019). Para hacer uso de la
radiacion solar Falconi (2012), construyé una estufa solar casera, la cual emplea el poder
combinado de la radiacion solar y temperatura, que reduce la viabilidad del patogeno;
ademas Teran (2016) mencionando que usando esta tecnologia se incrementa el peso y
namero de vainas por planta en aquellas que provienen de semillas tratadas con radiacion
solar comparado con las que las no fueron tratadas. Por otro lado, segin Yanéz-
Mendizabal & Falconi (2018) Bacillus subtilis posee un fuerte efecto antifingico que
reduce significativamente la infeccion por antracnosis en la planta, sin embargo se
necesita hacer mas investigacion sobre esta cepa, para implementar un programa de

control bioldgico de esta enfermedad.

El chocho es un producto nativo que constituye parte de la alimentacion soberana

de nuestro pais, por lo tanto es necesario implementar nuevas tecnolégicas que garanticen
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su sostenibilidad, para esto se utiliza la agricultura de precision cuyo proposito es
optimizar el manejo de la produccidn agricola teniendo en cuenta la variabilidad del
agroecosistema (Leiva, 2003). Esta informacion es obtenida a través de datos nimeros

numericos como: indices de vegetacion e indice de clorofila.

Justificacion

La antracnosis es la principal enfermedad del chocho, este es un hongo saprofito
facultativo que puede sobrevivir durante algin tiempo en el suelo, asi como también en
residuos de plantas infectadas (Tapia, 2015). Por lo tanto, es aconsejable quemar los

residuos de plantas infectadas y realizar rotacion de cultivos.

Este hongo tiene fundamentalmente la capacidad de vivir dentro de la semilla
durante un periodo de dos afios, asi plantas que emergen de esta semilla infectada, pueden
generar lesiones de color oscuro, retorcimiento del peciolo y tallo, sin olvidar que estas
semillas pueden estar mal formadas (Galdames, 2017), al poco tiempo de las lesiones que
se generan emergen esporas en abundancia, que pueden ser propagadas por los animales,
insectos y maquinaria agricola (Falconi, Viser, & Heusden, 2013). En la mayoria de
casos a nivel de campo bajo condiciones conductivas esta enfermedad genera pérdidas de

hasta el 100 %.

Existen algunos métodos promisorios para el control de la antracnosis, los cuales
son: radiacion solar (Falconi & Yanéz-Mendizabal, 2019) y Bacillus subtilis, (Yanez-

Mendizabal & Falconi, 2018) que en estudios previos han demostrado disminuir la
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viabilidad del hongo en semilla y en planta. Dada esta situacion es necesario evaluar su

impacto en caracteristicas agronémicos y en la produccion.

La agricultura de precision puede ayudar en el monitoreo del cultivo, a través de
nuevas tecnologias como: teledeteccion e indices de vegetacion, los cuales constituyen
herramientas eficaces para el manejo de recursos ambientales y toma de decisiones (Diaz,

2015).

Planteamiento del problema

La antracnosis es generada por el hongo Colletotrichum acutatum, el cual
disminuye considerablemente la produccion y en algunos casos devasta por completo el
cultivo del chocho. No existe ninguna técnica que erradique por completo a este
patogeno, asi mismo tampoco existe un producto quimico que erradique al patégeno; sin
embargo existen técnicas que han logrado controlar eficientemente a este patogeno: la
radiacion solar y el control bioldgico con Bacillus subtilis. La radiacion solar consiste en
exponer las semillas durante un determinado tiempo a los rayos del sol mas temperatura
en una estufa solar para la disminucién o erradicacion al patdgeno; Bacillus subtilis tiene
fuerte efecto antifungico que suprime infecciones por antracnosis en planta (Falconi &

Yanez-Mendizabal, 2021).

Causas

Las causas mas comunes para el desarrollo de la antracnosis son: uso de

variedades no mejoradas, variedades con susceptibilidad a esta enfermedad, poco
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conocimiento de nuevas técnicas empleadas en la desinfeccion de la semilla y uso

inadecuado de fungicidas sintéticos.

Efectos

La antracnosis afecta al cultivo de chocho causando efectos negativos como: baja
productividad ya que reduce el nimero de vainas y semillas, pérdidas a la poscosecha ya
que se ve afecta la calidad del grano y bajos ingresos econémicos que son producto del

bajo rendimiento ocasionado por la antracnosis.

Objetivos

Objetivo General

Evaluar el comportamiento agronémico de dos genotipos de chocho con la
aplicacion de dos alternativas (radiacion solar en semilla y Bacillus subtilus en planta)

para el control de antracnosis, Provincia de Pichincha.

Obijetivos Especificos

Evaluar pardmetros agronémicos y patologicos en dos genotipos de chocho con

semilla pre tratada con radiacion solar

Evaluar pardmetros agronémicos y patologicos en dos genotipos de chocho por

efecto de aplicaciones de Bacillus subtilis

Determinar el contenido de clorofila en el cultivo del chocho para confirmar el

grado estrés de la planta
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Hipotesis

Hipdtesis nulas

Los parametros agrondémicos y patoldégicos en la planta no son afectados por el

pre tratamiento fisico de semilla con radiacion solar

Los parametros agronémicos y patolégicos no son afectados por el tratamiento

con Bacillus subtilis

El nivel de clorofila no se relaciona con el grado de estrés de la planta de chocho

Hipotesis alternativas

Los parametros agronomicos y patologicos en la planta son afectados por el pre

tratamiento fisico de semilla con radiacion solar

Los parametros agronomicos y patologicos son afectados por el tratamiento con

Bacillus subtilis

El nivel de clorofila se relaciona con el grado de estrés de la planta de chocho
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Capitulo 11

Revisidn de Literatura

Chocho (Lupinus mutabilis)

Origen

El chocho (Lupinus mutabilis) también conocido como lupino andino es un grano
originario de la zona andina sudamericana, que ha sido cultivado desde hace
aproximadamente cuatro mil afios por la cultura egipcia y andina quienes fueron los
primeros en domesticarlo y utilizarlo en su dieta, cada cultura utiliz6 su propio variedad e
hizo el proceso de maceracion y lavado para eliminar los alcaloides existentes en la

semilla (Tapia, 2015).

Este cultivo crece entre los 2000 a 3800 msnm, se adapta a diferentes tipos de
suelo y climas, posee un alto valor nutricional y tiene propiedades medicinales (Caicedo
& Peralta, 2001). El chocho es una planta leguminosa que se encuentra distribuida por
diferentes paises como: Colombia, Pert, Ecuador, Bolivia, Chile, Argentina y Venezuela,
donde sus semillas ocupan los primeros lugares entre los alimentos ideales para la
alimentacion humana, debido a su elevado contenido de proteinas y aceites (Castafieda y

otros, 2008).
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Descripcion boténica

El chocho es una planta anual que puede alcanzar una altura entre 1,8 a 2,0 m,
cada planta puede llegar a producir de 91 a 121 vainas que contienen de 3 a 6 granos en
forma ovalada (Tapia, 2015). Su tallo es semilefioso de aspecto cilindrico, cuyas hojas
son compuestas teniendo cinco 0 mas foliolos unidos a la base (Caicedo & Peralta, 2001);
sus flores son de color violeta con una estructura central de color amarillo a la que
denominamos quilla; ademas sus semillas son de color blanco de forma redonda, y su
fruto es una vaina de color verde palido cuando esta tierna, de color gris cuando hasta

maduro y de color café oscura listo para la cosecha (Villacres, 2006).

Aplicaciones del chocho

Usos

La semilla de chocho debe pasar por un proceso de desamargado, debido a que
posee elementos que no son aptos para el consumo del ser humano. Una vez

desamargado la semilla, se puede dar los siguientes usos:

> Medicinal: la planta de chocho posee dos compuestos los isoflavonoides y
quinolizidinicos, que son compuestos utilizados en la industria farmacéutica para la
elaboracién de sedantes y antiespasmodicos; ademas su semilla se puede utilizar como
desparasitante, para el estrefiimiento, el reumatismo, artritis y para tratar la tuberculosis

(Loja & Orellana, 2019).
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> Alimenticio: el chocho es una leguminosa propicia para los nifios en crecimiento,
mujeres embarazadas o que estan dando de lactar, debido a su alto contenido de proteina,
vitaminas y minerales; otro uso que se le puede dar en diversos platos como cevichochos,
crema, lasafia de carne, tacos de carne, mayonesa, pizza y tamales; agregando a esto que
también se lo puede usar en la elaboracién de queso, galletas, budin, flan, manjar, pastel,
natilla y pastelillos (Falconi, 2016).
> Agronomico: varios agricultores utilizan el agua de chocho ya cocinada como
laxante y en el control de plagas para sus cultivos, ademas la planta de chocho en estado
de floracion puede ser utilizada como abono verde, la cual mejorara el contenido de
materia organica, la estructura del suelo y su capacidad de retencion de agua (Loja &

Orellana, 2019).

Manejo del cultivo

Preparacion del suelo

El suelo se puede preparar con maquinaria agricola, yunta o las herramientas
agricolas, para el caso del chocho cuando se cultiva en suelos arenosos es necesario dar
una o dos pasadas de rastra y un surcado; en cambio cuando se cultiva en otros suelos que
son arenosos se debe realizar un arado, una cruza y un surcado (Guzman, Gusqui, Moran,
& Harunobu, 2015). Después se realiza un deshierbe entre los 30 a 45 dias y un aporque a

los 60 dias.
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Siembra

La siembra varia en funcion del clima, la presencia de lluvias y las variedades,
para el chocho lo recomendable es una separacién entre hileras de 60 a 80 cmy
distanciamiento entre plantas de 30 a 35 cm, donde se deposita de 3 a 4 semillas por

golpe, a una profundidad de 1,5 cm (Peralta, Marzon, Murillo, Rivera, & Monar, 2008).

Requerimiento del cultivo

El chocho se cultiva en zonas templadas y frias de los valles interandinos a una
altura entre 2000 a 3850 msnm, requiere una precipitacion de 350 a 850 mm durante el
ciclo del cultivo, por el contrario no requiere excesiva humedad debido a que es muy
susceptible, ademas no soporta heladas en las fases iniciales y también en la formacion de
vainas, aunque en la actualidad existen genotipos que poseen cierta tolerancia (Jacobsen
& Muijica, 2006). Los suelos en los que mejor se desarrolla son sueltos, aireados, con un
adecuado balance de nutrientes donde predomine el fosforo y potasio, ademas de un buen

drenaje y pH entre 5,6 a 6,8 (Villacres, 2006).

Labores culturales

Segun (Falconi, 2012) durante la siembra y cada 3 semanas hasta que lignifique la
raiz es recomendable aplicar en los surcos el insecticida endosulfan a una dosis de 2-3 mi
I* de agua para el control de plagas, y también 175 kg ha* de 10-30-10 en la etapa de
crecimiento, adicional a los 60 dias se puede utilizar biol 1-1,5 ml I para estimular el

crecimiento y la floracion.
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Etapas fenologicas del cultivo

Segun (Caicedo & Peralta, 2001) las etapas fenoldgicas del cultivo son aquellas
que determinan los diferentes estados vegetativos de la planta de chocho que van desde la

siembra hasta la cosecha, asi:

> Emergencia: aparecen los cotiledones que emergen del suelo.

> Cotiledonar: los cotiledones se abren horizontalmente a ambos lados, aparecen los
primeros foliolos que se encuentran enrollados en el eje central.

> Desarrollo: comienza desde la visualizacion de las hojas verdaderas hasta la

inflorescencia.

Floracion: inicia cuando hay la apertura de las flores.

Reproductivo: va desde la floracion hasta la emergencia completa de la vaina.

Envainamiento: hay formacion de las vainas, cuya longitud es de 12 cm.

Y V VYV V¥V

Cosecha: Es la etapa donde la vaina esta listo para ser cosecha, suele tener un

color café obscuro.

Caracterizacion de los genotipos

Genotipo 1-451 Guaranguito

Es una variedad de chocho cuyo crecimiento es erecto, esta variedad proviene de
la linea ECU 2658 proveniente del Perd, posee un buen vigor de carga, una alta tolerancia

a enfermedades foliares, un ciclo mediamente precoz equivalente a 171 dias, un grano de
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buena calidad de mediano a grande, y un rendimiento promedio de grano seco de 1.2 T.

ha! (Peralta, Mazon, Villacres, & Rivera, 2013).

Genotipo F3 (ECU 2658 x ECU 8415)

Es una linea de mejora, donde las plantas de la F3 pueden llegar a medir 1,40 m
de altura, posee un promedio de 44 flores en su eje central, produce tres granos por vaina

y tiene un rendimiento de 1.1 T. ha *}(Falconi, 2012).

Principales enfermedades

Las enfermedades foliares mas comunes que atacan al cultivo de chocho son:
antracnosis, roya, ovularia, fusarium y cercospora, las cuales son limitantes en el
desarrollo vegetativo del cultivo, sin olvidar que pueden atacar en la floracion o después

de ella (Peralta y otros, 2012).

Antracnosis

Es una enfermedad causada por el hongo Colletrotichum acutatum que ataca
principalmente a las hojas, tallos, semillas y vainas del cultivo (Falconi, Viser, &
Heusden, 2013); el chocho por su parte es un cultivo altamente susceptible, que al
presentar dicha enfermedad puede llegar a tener pérdidas de hasta el 100 % en su
produccidn, debido a la fugaz propagacion del hongo (Caicedo & Peralta, 2001). Sus
colonias son de color blanco cubiertas con conidios que van de color rosa a naranja,

aungue la infeccion puede ocurrirse en cualquier etapa de desarrollo del cultivo, este
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hongo posee la factibilidad de causar infecciones en frutos tiernos en el campo (Falconi,

Viser & Heusden, 2013)

Ciclo de Colletotrichum en lupino. Dado que este hongo puede sobrevivir en
las semillas, por un periodo de dos afos las plantas que emergen de estas semillas
infectadas van a presentar lesiones en el tallo, los cotiledones y los peciolos de la hoja,
luego de unos pocos dias en estas lesiones se producen esporas que son diseminadas a
través de la lluvia, el viento, la maquinaria agricola y los animales (Figura 1). Si las
condiciones son favorables, es decir que hay mas humedad o temperatura los sintomas y
la produccion de esporas se incrementan, pero en el caso que no existan estos factores las
esporas del hongo se protegen en una matriz, hasta que las condiciones climaticas sean

factibles (Thomas, 2003).

Figura 1

Ciclo de vida de Colletotrichum en lupino
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Nota. El grafico muestra el ciclo de vida de Colletotrichum en lupino. Tomada de (Thomas,

2003)
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M¢étodos de control fisico

Radiacion solar

La radiacion solar es un proceso natural que es originado por el sol, la cual
constituye una parte fundamental para el buen funcionamiento de los ecosistemas
terrestres y acuaticos (Eduardo, y otros, 2017). Esta puede dividirse en tres rangos de

longitud de onda los cuales son: radiacion solar UV, luz infrarroja y radiacion infrarroja.

La radiacion solar UV es un componente natural de la luz solar, que se encuentra
dividido en tres componentes que son: radiacion solar UV-A cuya longitud de onda es
320 a 400 nm, radiacion solar UV-B de 280 a 320 nm y radiacion solar UV-C de 200 a
280 nm (Falconi & Yanéz-Mendizabal, 2017). La radiacién solar UV-B puede alterar el
crecimiento, desarrollo y reproduccion de las plantas si se aplica por un tiempo
prolongado, pero si la radiacion, es decir la energia térmica trasformada en calor se
acumula en una estufa solar y el tiempo de exposicidn es correcto se genera algunos
efectos benéficos en la semilla como: mejora sus procesos bioquimicos y fisiologicos,
reduce la incidencia de microorganismos fungicos, aumenta las concentraciones de
clorofila, proteina y actividad de peroxidasa en planta (Falconi & Yanez-Mendizabal,

2019).

Calor seco

El calor seco es un método de desinfeccion fisico que se utiliza en la semilla para

la eliminacion de patdgenos, este método consiste en aplicar en la semilla calor seco a
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una temperatura de 65 °C, donde se disminuye la presencia de patdgenos, pero a su vez
también exposiciones prolongadas afectan la germinacion de la semilla. Para el caso de
las semillas de L. mutabilis se ha demostrado que de calor seco a una temperara de 65 °C
durante un tiempo de 8 a 12 horas redujo eficazmente la trasmision de C. acutatum hasta

en un 85% en semilla (Falconi & Yéanez-Mendizébal, 2016).

Meétodo de control biolégico

Bacillus subtilis

Las bacterias del género Bacillus son microorganismos Gram positivos,
potencialmente controladores bioldgicos de patdgenos, los cuales han desarrollado
mecanismos de competencia que forman sustancias de tipo biocontroladoras, que inhiben
el crecimiento de otros microorganismos, debido a su competencia de espacio entre
patdgeno — antagonista (Ongena, Henry, & Thonart, 2009). Dentro del género Bacillus
existen algunas especies como Bacillus subtilis cepa CtpxS2-1 del banco de
microorganismos de los laboratorios de Fitopatologia y Control Bioldgico de la ESPE
que ha demostrado inhibir satisfactoriamente el crecimiento de Colletotrichum acutatum
y otros hongos fitopatdgenos de Lupinis mutabilis en semillas (Yanez-Mendizabal &

Falconi, 2018).

Algunas de las aplicaciones de B. subtilis se han obtenido gracias a las

caracteristicas de sus metabolitos, segin (Ongena, Henry, & Thonart, 2009) son:

> Control biologico de patdgenos: los productos que se producen por sus

antibioticos son biodegradables y eficaces para el control de enfermedades.
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> Control de enfermedades zoonoéticas: se utiliza esta bacteria para contralar la
Salmonella.
> Produccion de surfactantes: se usa el lipopepttido surfactina que la bacteria

produce para ayudar a la inhibicion en medios acuaticos.

Agricultura de precision

La agricultura de precision es un sistema que busca optimizar el manejo de la
produccion agricola, teniendo en cuenta que tipo de variabilidad existe en el
agroecosistema (Leiva, 2003), de esta forma se puede establecer estrategias para aplicar
la cantidad correcta de insumos en el momento y lugar mas adecuado. Segun (Castario,
2013) la agricultura de precision se define como un sistema que es empleado para
analizar y controlar la variacion espacio- temporal del terreno y el cultivo, para el caso de
variacion espacial esta comprende qué diferencias hay en la fertilidad de las diferentes
secciones del terreno y para la variacion temporal en cambio son observadas las

diferentes producciones de un mismo terreno pero entre una temporada a otra.

indice de vegetacion

Son medidas cuantitativas, que se basan en datos digitales los cuales miden el
contenido de clorofila, biomasa o vigor vegetal, donde gracias a la combinacion de las
bandas espectrales mediante un pixelado se puede estimar y evaluar el estado de salud de

la planta (Munoz, 2013).
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indice de Clorofila

Juega un papel muy importante debido a que esta correlacionado con la
fotosintesis, esto nos permite comprender el estado fisioldgico de la planta, sus niveles de
nitrégeno, fosforo y boro que se encuentran presentes en la hoja; por lo tanto si hay una
reduccién en este contenido puede considerarse como una respuesta al estrés de la planta

(Gonzélez, 2009).
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Capitulo 111

Materiales y Métodos

Ubicacion del lugar de investigacion

El estudio se llevé a cabo en localidad de Calderon para la fase de campo y con la
respecto a fase de laboratorio se lo realizo en los laboratorios de la Carrera de Ingenieria

Agropecuaria IASA 1.

Ubicacion politica de Calderén

La investigacion en su fase de campo se llevé a cabo en un terreno ubicado en la

parroquia de Calderdn, Canton Distrito Metropolitano de Quito, provincia de Pichincha.

Figura 2

Ubicacion del terreno en Calderén

lierreno en'Calderon

)

Nota. El grafico muestra la ubicacion del terreno en Calderon. Tomada de Google maps,
2020.
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Ubicacion geografica de Calderdn

El presente estudio se llevo a cabo en la parroquia de Calderdn localizado en las

coordenadas geograficas: longitud 78°25°2170, latitud 0°5°50S.

Ubicacion ecoldgica de Calderon

El terreno se localiza a una altura 2610 msnm, con una humedad relativa de 23% y

una temperatura media de 15 °C (Accuweather, 2019).

Ubicacion politica del IASA

La investigacion se llevd a cabo en los laboratorios Fitopatologia, Control
Biologico y Fisiologia Vegetal de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria IASA 1, ubicados
en la Hacienda el Prado perteneciente a la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE,

parroquia de San Fernando, Canton Rumifiahui, provincia de Pichincha.
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Figura 3

Ubicacién de los laboratorios de Fitopatologia, Control Bioldgico y Fisiologia Vegetal

Laboratorio de Control Biologico: Liaboratorio de Fitopatologia

-

A

*Laboratorio de Fisiologia Vegetal IASA 1

<@

= IsbIASATE

Nota. El grafico muestra la ubicacion de los laboratorios de Fitopatologia, Control

Bioldgico y Fisiologia Vegetal en el IASA. Tomada de Google maps, 2020.

Ubicacion geografica del IASA

El presente estudio se llevo acabo en los laboratorios de Fitopatologia, Control
Biologico y Fisiologia Vegetal, que se encuentra ubicados en los Bloques 4, 7y 2
respectivamente del IASA 1, localizado en las siguientes coordenadas geograficas:

Longitud 78°24°44”0, latitud 0°23°20”S.

Ubicacion ecoldgica en el IASA

Los laboratorios se encuentran localizados a una altura de 2748 msnm, con una

humedad relativa del 69,03% y una temperatura media de 14°C. (Arce, 2009).
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Materiales

Semillas de chocho variedad 1-451 Guaranguito y F3 (ECU 2658 x ECU 8415),
fundas ziploc, estacas, piola, bomba de mochila, marcador permanente, libreta de campo,

guantes, azadilla, costalillos, estufa casera, cinta para identificacion, manguera de riego.

> Controles sanitarios: Profenofos (1,5 ml. L), Deltamethrin (1,75 ml. L?),
Azoxistrobina (1,5 g. L™);

> Fertilizantes: 18-46-0 Nitrato de calcio; Biol: 1ml. L

Materiales de laboratorio y materiales bioldgicos: tubos de ensayo de 10 ml,
gradilla, mortero, papel aluminio, reloj de vidrio, pipeta de 1000 pl, toallas absorbentes,
pinzas, alcohol etilico al 95%, agua destilada, Bacillus subtilis cepa CtpxS2-1, hojas de

chocho

Equipos y programas: balanza electronica (M-220D), computador, Fluorometro
Opti-Sciences CCM-200 plus, espectrofotometro (spectroflex 6600), centrifuga MX

8624, camara digital, refrigerador.

Métodos

Aplicacion del tratamiento con radiacion solar en semilla

Las semillas se colocaron en cajas petri plasticas previamente etiquetadas, luego
se colocaron en la estufa casera junto al termémetro y el pirandmetro que estaba
conectado a un data logger, después la estufa se cerrdé herméticamente para exponerla al

sol durante 45 minutos, al medio dia en un dia soleado.
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Aplicacion del tratamiento con B. subtilis CtpxS2-1 en planta

Para la aplicacion de B. subtilis cepa CtpxS2-1 se inocul6 bacterias reaisladas de
la cepa Bs-CtpxS2-1, las cuales fueron refrescadas en un medio agar nutritivo a una
temperatura de 30 °C, luego se hizo pruebas de antibiosis, para verificar su efectividad en
el control del hongo, después se purifico estas cepas y se elaboré medios liquidos para su
atomizacion, cuya concentracion es 5 x 10° UFC/ ml. A continuacion se aplico en plantas
de los genotipos 1-451 Guaranguito y el cruce F3 (ECU 2658 x ECU 8415) a una dosis de

0,5 g/l, por unidad experimental.

La investigacion se realizo en dos fases:

Fase de campo

El terreno que se utilizo tiene una pendiente de 4%, situada en el cantdn del
Distrito Metropolitano de Quito, Parroquia: Calderon. La preparacion del terreno se
realizé con dos pasadas de rastra, luego se formaron las parcelas delimitandolo con
estacas y piolas cuya area fue 6,25 m?, en cada parcela se realizaron 5 surcos con ancho
de 0,80 m, para la siembra se colocaron 4 semillas por golpe, a una distancia de 0,30 m
entre golpe y una profundidad de 0,5 m, seguidamente se regé todo el terreno mediante
riego por goteo. El riego se lo hizo para facilitar la disponibilidad de agua en el cultivo de
chocho, para esto se reg6 pasando 2 dias por 3 horas debido a que el chocho no necesita
excesiva cantidad de agua. Luego de 17 dias de la siembra se evalué el porcentaje de
emergencia de la planta, donde se contabiliz6 el nimero total de semillas germinadas de

todas las unidades experimentales, posteriormente luego de 37 dias se realiz6 el muestreo
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para la medicion de clorofila en hojas de chocho, aqui también se contabiliz6 el nimero
de brotes por cada planta marcada de cada unidad experimental; después se realizaron
deshierbas cada 15 dias y aporque a los 60 dias; el marcaje se realizé a 10 plantas por
unidad experimental mediante cintas de colores acorde con cada tratamiento que se

colocaron en el tallo principal.

Luego de 18 dias de la siembra se procedid a la aplicacion de un control
preventivo para insectos con profenofos 1,5 ml. L, después de 7 dias se aplico
deltamethrin 1,75 ml. L, para hacer una rotacion de insecticidas y evitar que las plagas
no sean resistentes a estos productos, este tratamiento se repitié cada 15 dias hasta el
momento de la floracion. Para controlar hongos fitopatdgenos se aplicd Azoxistrobina a

una dosis de 1,5 g. L™ cada 10 dias después de aplicar los insecticidas.

A los 45 y 70 dias se realizé la fertilizacion, aplicando nitrato de calcio a dosis de
6 kg en todas las unidades experimentales, con un distanciamiento de las plantas de 0,02
m y una profundidad de 0,04 m. Adicionalmente a los 85 dias se aplico biol a una dosis

de 1ml. L a todas las unidades experimentales.

A continuacion se realizaron aplicaciones de Bacillus subtilis al follaje 0,5 g. L™,

a los 80 y 95 dias en las siguientes etapas de crecimiento y de floracion.

Luego a los 120 dias después de la siembra del cultivo, cuando se encuentra el 50 % de
su floracién se procedi6 a evaluar la severidad, mediante su escala de menor a mayor

respectivamente (Falconi, 2012).
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Finalmente, a los 160 dias se realizd la cosecha de las vainas secas del cultivo, es

decir cuando los granos soportaron la presién de las ufias; las vainas se colocaron en
costales que se encontraban identificados con su respectivo tratamiento y repeticion. Luego
se tomaron datos como el nimero de vainas por planta, nimero semilla por vaina, semilla

no comercial y rendimiento de semilla por hectérea.

Medicion de clorofila en campo en hojas de chocho (L. mutabilis)

En el campo mediante el Fluorémetro Opti-Sciences CCM-200 plus se midio el
contenido de clorofila de cada foliolo de una hoja compuesta por cada planta muestreada
(Figura 4). Para esto se seleccionaron 10 plantas en forma aleatoria por unidad
experimental y con una cinta de color se marco cada planta, dando un total de 30 plantas
por tratamiento. La medicidn de clorofila se realizo cada 15 dias, a partir del estado

fenoldgico cotiledonar, dando un total de 6 muestreos (Tabla 1).

Tabla 1

Planificacion del muestreo segun el ciclo vegetativo del cultivo de chocho

Muestreo Estado Fenologico Dias despuées de la
siembra
Primer muestreo Cotiledonar 37
Segundo muestreo Desarrollo vegetativo 58
Tercer muestreo Desarrollo vegetativo 79
Cuarto muestreo Floracion 100
Quito muestro Reproductivo 115
Sexto muestreo Envainamiento 130

Nota. Esta tabla muestra la planificacion del muestreo para la medicion de clorofila segin

el ciclo vegetativo del cultivo de chocho que se realizo en el ensayo.
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Figura 4

Medicion de clorofila en campo con el fluorémetro Opti-Sciences CCM-200 plus

Nota. El grafico muestra la medicion de la clorofila en campo con el fluorémetro Opti-

Sciences CCM-200 plus.

Fase de laboratorio

Obtencion del material vegetal de Lupinis mutabilis

El material vegetal fue recolectado en la localidad de Calderdn, seleccionando las
hojas mas tiernas de cada planta marcada por unidad experimental, luego cada muestra

por planta seleccionada se coloco en fundas ziploc y se etiqueto (Figura 5).
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Figura 5

Hojas de chocho de cada planta seleccionada

Nota. En la imagen se puede observar las hojas de chocho de cada planta por unidad

experimental, ya etiquetada.

Extraccion de clorofila de hojas de chocho

Para la extraccion de la clorofila se pesé 0,25 g de material vegetal de L.
mutabilis, luego se llevé al congelador por 15 minutos; después se triturd este material en
el mortero y se coloco 2,5 ml de alcohol etilico al 95%, este macerado se lo puso en tubos
de ensayo de 10 ml, dejando reposar en el congelador por 24 horas. Al siguiente dia se
saco de refrigeracion, se transfirio las muestras a un mortero para moler y aforar a 6,5 ml
con alcohol etilico al 95%, después se colocaron en tubos y se centrifug6 durante 15
minutos; de esta solucion se extrajo la parte liquida de la clorofila con una pipeta y se
colocé en el espectrofotdmetro para leer su absorbancia a 645 y 663 nm (Sumanta et al.,
2014) (Figura 6). La medicion de clorofila se realizé empleando la siguiente ecuacion,

gue se muestra en la tabla 2:



Tabla 2

Ecuacion para la obtencion de clorofila en laboratorio medidas en pg/ml

Solvente Ecuaciones
95 % Etanol Ch-a=13,36%64-5,19%u49

Ch-b=27,43%49-8,12%¢4
Nota. Esta tabla muestra la ecuacion para la obtencion de la clorofila en laboratorio.

Donde a=Absorcién, Ch-a=Clorofila a, Ch-b=Clorofila b, (Sumanta et al., 2014).

Figura 6

Procedimiento de extraccion de clorofila de L. mutabilis

Nota. En esta imagen se observa el procedimiento de la extraccion de clorofila de L.
mutabilis. Donde a. pesaje de la muestra, b. extraccion de clorofila, c. lectura en el

espectrofotometro
Variables de estudio

En el presente estudio se evaluaron las siguientes variables considerando dos

parametros:

43



44

Parametros agronémicos

> Porcentaje de emergencia: se contabilizé el nimero de plantas germinadas de
cada unidad experimental, a los 17 dias después de la siembra.

> Numero de brotes: se contabilizé de 10 plantas, que fueron seleccionadas al azar
por cada unidad experimental.

> Numero de vainas por planta: se contd el total de vainas de 10 plantas
seleccionadas al azar por cada unidad experimental.

> Numero de semillas por vaina: se obtuvo trillando el total vainas de 10 plantas
seleccionadas al azar por cada unidad experimental y calculando su promedio.

> Semilla no comercial: se calculé dividiendo el peso de las semillas dafiadas, para
el peso total de las semillas, y esto multiplicado por cien (Falconi, 2012).

> Rendimiento por hectarea: se obtuvo pesando el total de la semilla de cada unidad

experimental, después se extrapold y luego se expreso en quintales por hectarea.

Parametros patologicos

Severidad

Se evalué en las etapas de crecimiento, floracion, utilizando la escala propuesta por

(Falconi, 2012) (Tabla 3) (Figura 7), la cual sefiala:
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Tabla 3

Descripcion de la escala de severidad en lupinis mutabilis

Escala de severidad Descripcion

1 Planta que no contenga ninguna lesion

2 Pequefias lesiones menores a 5 mm, en hojas y el tallo central,
con arrugas en hojas y ausencia de esporulacion

3 Doblamiento de la yema apical del tallo central, ocasionada
por la infeccidn, con numerosas arrugas en hojas y lesiones de
0,5cmalcm

4 Presencia de lesiones de tamafio mediano entre 1 a 3 cm, en
los tallos y las ramas, con tejido necrético y esporulacion

5 Presencia de lesiones de gran tamafio cuyo ancho es mas 3 cm,

presente en tallos, ramas y vainas con tejido necrético y
colapso de ellos, abunda esporulacion
6 Planta necrotica completamente afecta, presencia de plantas
muertas, forma pequefa de las vainas y esporulacion del tejido
necrotico cuyo color es salmén
Nota. La tabla muestra la escala de severidad de antracnosis (Colletotricum acutatum) en

chocho. Tomada de Falconi, (2012).

Figura 7

Escala de severidad de antracnosis (Colletotrichum acutatum)

Nota. El grafico muestra la escala de severidad de antracnosis (Colletotricum acutatum)

en chocho. Tomada de Falconi, (2012).
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Incidencia

Se evaluo la incidencia a los 160 dias después de la siembra contando el nimero
de plantas enfermas cuya muestra fue de 10 plantas al azar por unidad experimental,

aplicando la siguiente formula:

(nimero de plantas enfermas)

% de Incidencia = x 100

(ntmero total de plantas)

Disefio experimental

Factores

Los factores a evaluar fueron 2 métodos de desinfeccion (radiacion solar en semilla
y Bacillus subtilis en planta) y 2 variedades de chocho (I -451 Guaranguito y F3 (ECU

2658 x ECU 8415) y un testigo (Tabla 4).

Tabla 4

Factores y niveles de investigacion en fase de campo

Cadigo Genotipo/cruzamiento Cadigo Método de
desinfeccion

Gl I -451 Guaranguito M1 Ninguno

Gl | -451 Guaranguito M2 Radiacién solar

Gl I -451 Guaranguito M3 Bacillus subtilis

G2 F3 (ECU 2658 x ECU M1 Ninguno
8415)

G2 F3 (ECU 2658 x ECU M2 Radiacién solar
8415)

G2 F3 (ECU 2658 x ECU M3 Bacillus subtilis
8415)

Nota. Esta tabla muestra los factores y niveles de investigacion en la fase de campo.
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Tratamientos

En la fase experimental se evaluaron 3 tratamientos (radiacion solar en semilla,
Bacillus subtilis en planta) y el testigo (sin ninguna aplicacion) en cada genotipo de chocho

| -451 Guaranguito y F3 (ECU 2658 x ECU 8415) como se puede indicar en la Tabla 5.

Tabla 5
Tratamientos utilizados en los genotipos de chocho | -451 Guaranguito y F3 (ECU 2658 x

ECU 8415)

Tratamientos Cadigos Método de desinfeccidn
T1 G1M1 Ninguno

T2 G1M2 Radiacion solar

T3 G1M3 Bacillus subtilis

T4 G2M1 Ninguno

T5 G2M2 Radiacion solar

T6 G2M3 Bacillus subtilis

Nota. Esta tabla muestra los tratamientos aplicados en los genotipos de chocho.

Tipo de disefio

Se aplicd un disefio completamente al azar (DCA) de 6 tratamientos con 3

repeticiones.

Caracteristicas (unidades experimentales)

Se utilizaron 18 unidades experimentales en la localidad de Calderon, dispuestas
de forma rectangular, cuya dimensiones son: 2,5 m de largo x 2,5 m de ancho, obteniendo

un area de 6,25 m?, donde dentro de la parcela se elaboro 5 surcos a una distancia entre
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surcos de 0,80 m. El distanciamiento entre plantas es de 0,30 m, encontrando por sitio 4

plantas, cuya area total del ensayo fue 150 m2.

Croquis del disefio experimental

El croquis experimental contd con una distribucion aleatoria de tratamientos

(Figura 8).

Figura 8

Croquis experimental

T2 T1 T3
T6 TS5 T1
T5 T2 T4
T4 T3 T6
T1 T6 T2
T3 T4 TS5

Nota. EI grafico muestra el croquis experimental del ensayo
Modelo matematico

Se aplicé el siguiente modelo matematico:

Y;jx = Incidencia de la antracnosis en el cultivo de chocho

u = media poblacional

Gi = efecto del i-ésimo genotipo de chocho
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M; = efecto del j-ésimo método de desinfeccion para el cultivo de chocho

GM;;= efecto de la interaccion del i-ésimo genotipo de chocho y el j-ésimo método de

desinfeccién

e;jx = error experimental

Analisis estadistico

El andlisis de datos obtenidos en la investigacion se realizd mediante el software

estadistico Infostat (Rienzo et al., 2018).

Analisis funcional

Se realizo el analisis de varianza para evaluar el efecto de los tratamientos y
cuando hubo diferencias significativas, se realizaron pruebas de comparacion de medias
de los tratamientos empleando un test de comparacion multiple LSD Fisher a un nivel de

significancia del 5%.
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Capitulo 1V

Resultados y Discusién

Variables agronémicas

La tabla 6, indica los resultados que se obtuvieron de: porcentaje de emergencia,

namero de brotes, nimero de vainas por planta.

Tabla 6

Porcentaje de emergencia, nimero de brotes, nimero de vainas por planta, del genotipo |

-451 Guaranguito y del cruzamiento F3 (ECU 2658 x ECU 8415)

Genotipo MD PE NB NV
| -451 Ninguno 86,51a 8,37d 32,45d
Guaranguito
| -451 Radiacion solar 40,91e 10,98c 37,34c
Guaranguito
I -451 B. subtilis 84,60b 11,85b 41,26b
Guaranguito CtpxS2-1
F3 (ECU 2658 x Ninguno 85,62ab 9,80d 23,41e
ECU 8415)
F3 (ECU 2658 x Radiacién solar 48,58d 11,50c 38,09c
ECU 8415)
F3 (ECU 2658 x B. subtilis 81,43c 12,30a 44,22a
ECU 8415) CtpxS2-1

MD = Método de desinfeccion, PE= Porcentaje de emergencia, NB= Numero de brotes, NV= Numero de vainas por
planta, **= diferencia significativa, Medias con una letra comin no son significativamente diferentes segiin (LSD Fisher
p>0,05)

Nota. Esta tabla muestra el porcentaje de emergencia, nimero de brotes y nimero de vainas

por planta de los dos genotipos.
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Para el porcentaje de emergencia se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos (F=51,65; p<0,0001). Los porcentajes de emergencia mayores se lograron en
semillas I- 451 Guaranguito y F3 (ECU 2658 x ECU 8415) de los testigos
correspondiente a 86,51% y 85,62% respectivamente, mientras que los menores
porcentajes de emergencia fueron en semillas tratadas por 45 minutos de radiacién solar
en estufa casera de ambos genotipos donde se obtuvo 40,91 % y 48,58 % de emergencia
respectivamente, con relacion a los otros tratamientos evaluados (Tabla 6). Esto
concuerda con Falconi & Yéanez, (2017) quienes irradiaron semillas de chocho
reduciendo progresivamente la germinacion de semillas, pero minimizaron la infeccion
por C. acutatum. En otros estudios Carrasco, (2009) indica que semillas de soya
expuestas a altas intensidades de radiacion solar mostraron disminucién en la
germinacion de semillas, del mismo modo Meneses & Montaluisa, (2018) determinaron
que el pretratamiento de semillas con radiacion solar por 30 minutos estimuld el
crecimiento, pero semillas expuestas a 45 minutos en estufa casera presentaron bajo

porcentaje de emergencia.

En el caso del numero de brotes se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos (F=24,63; p<0,0001). Se observé que la aplicacién de B. subtilis cepa
CtpxS2-1 en planta presento el mayor nimero de brotes tanto en el genotipo de chocho I-
451 Guaranguito y el cruzamiento F3 (ECU 2658 x ECU 8415) obteniendo 11y 12
brotes respectivamente, seguido del pretratamiento de semilla con radiacion solar en
estufa casera equivalente a 10 y 11 brotes respectivamente en comparacion con el testigo

(tabla 6). Rojas et al., (2013) menciona que bacterias del genero Bacillus aumentaron el
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contenido de citocininas, lo que estimula a una mayor produccion de brotes en planta.
Alcéntara et al., (2019) manifiesta que diversos estudios han descrito la capacidad que
tiene B. subtilis de producir y excretar citocininas, lo cual induce a una mayor generacién
de brotes. Ademas, Yanez & Falconi, (2021) demuestran que las aplicaciones de B.
subtilis y sus lipopéptidos estimulan el crecimiento de raices, brotes y el contenido de
proteina en L. mutabilis. Por otro lado, el estudio de Arboleda, (2011), sugiere que una
menor exposicion a radiacion solar, estimula un menor nimero de brotes, debido a la baja
intensidad luminica, hecho que reduce la fotosintesis lo que afectara en el desarrollo y en

la produccion de la planta.

Con respecto al numero de vainas por planta tanto del genotipo 1-451
Guaranguito, como en el cruzamiento F3 (ECU 2658 x ECU 8415), se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos (F=90,49; p<0,0001). La aplicacion de B.
subtilis cepa CtpxS2-1 en planta aumento significativamente el nimero de vainas por
planta en ambos genotipos obteniendo 41,26 vainas y 44,22 vainas respectivamente,
seguido del pretratamiento con radiacion solar en estufa casera donde se obtuvo 37,34y
38,09 vainas por planta, respectivamente en relacion con el testigo (Tabla 6). Esto
concuerda con el estudio de Barreto et al., (2020) quienes mencionan que el aumento del
namero de vainas por planta es debido a la aplicacion de B. subtilis en planta, ya que al
generar fitohormonas como las auxinas se aumenta la longitud y densidad de las raices, la
cual estimula una mayor cantidad de vainas por planta. Calero et al., (2019) muestran la
misma tendencia del incremento de nimero de vainas por planta en frejol, mediante la

aplicacion de microorganismos eficientes como B. subtilis. Por otra parte Liu et al.,
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(2013), demostraron que el nimero de vainas de soja se vio afectado al aplicar radiacion

UV-B, lo que influy6 claramente en la produccion del cultivo.

En latabla 7, se indica los resultados que se obtuvieron de: nimero de semillas

por vaina, semilla no comercial, rendimiento.

Tabla 7

Numero de semillas por vaina, semilla no comercial, rendimiento del genotipo | -451

Guaranguito y del cruzamiento F3 (ECU 2658 x ECU 8415)

Genotipo MD NSV SNC R
| -451 Ninguno 5,24d 5,73a 27,02d
Guaranguito
| -451 Radiacion 5,35¢C 4,08c 30,53c
Guaranguito solar
| -451 B. subtilis 6,08a 3,08e 33,95a
Guaranguito CtpxS2-1
F3 (ECU 2658 Ninguno 3,81f 4,42b 30,17c
x ECU 8415)
F3 (ECU 2658 Radiacion 4,05e 3,14d 32,72b
x ECU 8415) solar
F3 (ECU 2658 B. subtilis 5,39b 2,85e 37,74a

x ECU 8415) CtpxS2-1

MD = Método de desinfeccion, NSV= Numero de semilla por vaina, SNC= Semilla no comercial, R= Rendimiento, **=

diferencia significativa, Medias con una letra comun no son significativamente diferentes segin (LSD Fisher p>0,05)

Nota. Esta tabla representa el nimero de semilla por vaina, semilla no comercial y el
rendimiento proveniente del pretratamiento de semilla con radiacion solar o con B.

subtilis en los dos genotipos de chocho.
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Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para el namero de
semilla por vaina (F=62,23; p<0,0001). La aplicacién de B. subtilis cepa CtpxS2-1 en
planta aumento significativamente el nimero de semillas por vaina tanto para el genotipo
de chocho 1-451 Guaranguito y el cruzamiento F3 (ECU 2658 x ECU 8415) obteniendo
6,08 y 5,39 semillas respectivamente, seguido de radiacién solar en estufa casera donde
se obtuvo 5,35y 4,05 semillas respectivamente con relacion al testigo (Tabla 7). Martinez
et al., (2017), determinaron que la utilizacion de los bioestimulantes como B. subtilis
favorecen el incremento en nimero de semillas por vaina en plantas de frejol, donde el
namero de semillas por vaina influye en el rendimiento del cultivo. Otro estudio realizado
por Avila et al., (2015), mostrd diferencias significativas en nimero semillas por vaina
con respecto al testigo cuando se aplicd B. subtilis en el cultivo de garbanzo. Por otra
lado, Kacharava et al., (2009) irradiaron semillas de frijol por 30 minutos y encontraron
un incremento en el vigor de las plantas, lo que estimula a una mayor produccién de
vainas y consecuentemente habra un mayor nimero de semillas por vaina. Sin embargo,
Carrasco, (2009), menciona gue altos niveles de exposicion de radiacion UV-B en plantas
disminuyen la tasa fotosintética, lo que genera alteraciones en el crecimiento y desarrollo

de la planta.

Con referencia al porcentaje de semilla no comercial se encontré diferencias
significativas entre tratamientos (F= 17,32; p=0,0003). Los tratamientos aplicados B.
subtilis CtpxS2-1 presentaron el menor porcentaje de semilla no comercial, en el
genotipo de chocho 1-451 Guaranguito y el cruzamiento F3 (ECU 2658 x ECU 8415)

obteniendo 3,08% Yy 2,85% respectivamente, seguido del pretratamiento de semilla con
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radiacion solar en estufa casera que tuvo 4,08% y 3,14% respectivamente, en
comparacion con el testigo (Tabla 7). Junges et al., (2013), manifiestan que B. subtilis
produce un recubrimiento en forma de pelicula que protege a las semillas manteniéndolas
sanas y vigorosas, evitando de esta manera algun dafio en la semilla. Otro estudio, segun
Caicedo & Chacon, (2017), B. subtilis genera un recubrimiento en las semillas que ayuda
en su proteccion contra plagas y enfermedades. Sin embargo Ayala, (2019), determiné
que semillas de chocho tratadas con radiacion solar en estufa casera por 90 minutos
mostraron un efecto favorable en control de C. acutatum, obteniendo el menor nimero de
vainas infectadas por C. acutatum, un factor importante ya que habra menor semilla no

comercial

En el rendimiento del cultivo de chocho se encontraron diferencias significativas
entre tratamientos (F=20,67; p<0,0001). La aplicacién de B. subtilis CtpxS2-1
incremento la produccidn en plantas de chocho, en este presente estudio plantas del
genotipo de chocho 1-451 Guaranguito y el cruzamiento F3 (ECU 2658 x ECU 8415)
obtuvieron los mayores rendimientos teniendo 33,95y 37,74 qq.ha™* respectivamente,
seguido de radiacion solar en estufa casera obteniendo 32,72y 30,53 qqg.ha*
respectivamente con respecto al testigo (Tabla 7). Prashar et al., (2014), mencionan que
el cultivo de frejol aument6 su rendimiento debido a la aplicacidn de B. subtilis, ya que
estas rizobacterias poseen la capacidad de estimular la captacién de nutrientes, los cuales
son benéficos para la planta. Mena et al., (2009), manifiesta que B. subtilis ha mostrado
efectos positivos con respecto a la calidad y desarrollo de los frutos como el melon 'y

tomate, algunos de estos afectos positivos son: aumento en el tamafio, peso y mayor
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rendimiento del cultivo. Martinez et al., (2017), sefiala que la aplicacién de B. subtilis
estimula la produccion de fitohormonas que incrementan el crecimiento y productividad
vegetal, logrando asi un mayor rendimiento en el cultivo. Por otra parte Jacobsen &
Mujica, (2006), manifiestan que la radiacion solar influye positivamente el rendimiento
del cultivo de chocho obteniendo entre 70 y 100 qg.ha*, ademas Neelamegan & Sutha,
(2015), demostraron que la exposicion de radiacion solar a 60 minutos en semillas de soja

generaron un mayor incremento en el vigor las plantas y la produccion de biomasa.



Variables patoldgicas

La tabla 8, indica los resultados que se obtuvieron de la severidad e incidencia.

Tabla 8

Porcentaje de severidad e incidencia en plantas procedentes del pretramiento de semilla

con radiacion solar en estufa casera o con Bacillus subtilis en el genotipo de chocho 1-451

Guaranguito y el cruzamiento F3 (ECU 2658 x ECU 8415)

Genotipo MD S I
** **
| -451 Guaranguito Ninguno 1,80a 68,2a
| -451 Guaranguito Radiacion solar 1,37b 41,35b
| -451 Guaranguito  B. subtilis CtpxS2-1 1,17b 36,35¢
F3 (ECU 2658 x Ninguno 1,78a 60,51a
ECU 8415)
F3 (ECU 2658 x Radiacion solar 1,30b 32,18c
ECU 8415)
F3 (ECU 2658 x B. subtilis CtpxS2-1 1,13b 27,18d
ECU 8415)

MD = Método de desinfeccion, S= Severidad, I=Incidencia, **= diferencia significativa, Medias con una letra comin

no son significativamente diferentes segun (LSD Fisher p>0,05)

Nota. Esta tabla representa el porcentaje de severidad e incidencia proveniente del

pretratamiento de semilla con radiacion solar o con B. subtilis en los dos genotipos de

chocho.
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Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para la severidad en
plantas de chocho (L. mutabilis) (F=3,83; p=0,0263). Los tratamientos aplicados B.
subtilis cepa CtpxS2-1 en planta presentaron indices de severidad menores para C.
acutatum tanto para el genotipo de chocho 1-451 Guaranguito y el cruzamiento F3 (ECU
2658 x ECU 8415) obteniendo 1,13 y 1,17 respectivamente, seguido de radiacion solar en
estufa casera donde se obtuvo 1,37 y 1,30 respectivamente, con relacion al testigo (Tabla
8). Carrillo et al., (2005), reporta que la aplicacion de B. subtilis reduce positivamente el
efecto de C. acutatum, mostrando niveles de severidad bajos. Otro estudios consideran
que la aplicacion de B. subtilis mejora el crecimiento de la planta y causa la destruccion
del micelio fungico, lo cual ocasiona una baja severidad de la enfermedad en el cultivo
(Ashwini, 2013). Ademas, Yanez & Falconi, (2021), demostraron que aplicaciones de B.
subtilis inducen la resistencia sistematica en plantas de chocho andino. Por otra lado
Ayala, (2019), indica que semillas tratadas con radiacion solar en estufa casera mostraron
un indice de severidad menor equivalente a 1,70 en relacion con el testigo que obtuvo una
severidad de 4,33. No obstante Thomas et al., (2008), sefiala que Colletotrichum lupini
inhibe su crecimiento a una temperatura de 35 °C, presentando indice de severidad de 1,

es decir lesiones de 1mm generadas por el hongo en el cultivo de chocho.

Con respecto a la incidencia de C. acutatum se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos (F=7,60; p=0,0017). La aplicacion de B. subtilis CtpxS2-
1 en planta presentdé menor incidencia de C. acutatum tanto para el genotipo de chocho I-
451 Guaranguito, como en el cruzamiento F3 (ECU 2658 x ECU 8415) equivalente al

36,35% y 27,18% respectivamente, seguido de radiacidn solar en estufa casera
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obteniendo 41,32 % y 32,15 % respectivamente con relacion al testigo (Tabla 8).
Hernandez et al., (2010), menciona que al aplicar B. subtilis en plantas de frejol se
registrd bajos porcentajes de incidencia del hongo C. acutatum. Morales et al., (2009),
considera que plantas de frejol tratadas con B. subtilis mejoran el desarrollo de planta y
reducen hasta un 80% en la incidencia del hongo C. acutatum. Por otra parte Thomas &
Sweetingham, (2004), manifiestan que el tratamiento de radiacion solar en semillas puede
reducir significativamente la presencia del hongo C. acutatum, debido a que el hongo se
reduce a una temperatura de 30 °C y se elimina casi es su totalidad a una temperatura
sobre los 40 °C. Estudios realizados por Falconi & Yéanez, (2019), mencionan que la
disminucion de la infeccion de C. acutatum depende de la dosis aplicada de radiacion,
por lo tanto semillas de chocho infectadas por C. acutatum fueron expuestas durante 45
minutos en horno solar logrando una reduccion del 80% de la enfermedad en

comparacion con semilla mantenida a temperatura ambiente.

Correlacién entre las variables

El porcentaje de emergencia (r= 0,96; p<0,0001), nimero de vainas por planta
(r=0,90; p<0,0001), namero de semillas por vaina (r=0,72; p<0,0001), y semilla no
comercial (r=0,85; p<0,0001) se correlacionaron positivamente con el rendimiento del

cultivo del chocho (Tabla 9).
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Tabla 9

Coeficiente de correlacion de Pearson entre algunas variables

PE NV NSV SNC R
PE 1,00 0,47 0,64 0,67 0,89**
NV 1,00 0,35 0,14 0,78**
NSV 1,00 0,68 0,83**
SNC 1,00 0,75**
R 1,00

PE= Porcentaje de emergencia, NV= Nimero de vainas por planta, NSV= Nimero de semilla por vaina, SNC= Semilla
no comercial, R= Rendimiento

Nota. Esta tabla representa el coeficiente de correlacion de Pearson entre algunas

variables del cultivo de chocho.

indice de clorofila

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para el indice de
clorofila en las plantas de chocho (F=52,64; p<0,0001). La aplicacién de B. subtilis
CtpxS2-1y la radiacion solar en estufa casera, en el genotipo 1-451 Guaranguito y el
cruzamiento F3 (ECU 2658 x ECU 8415) presentaron mayor contenido de clorofila, con

relacion al testigo (Figura 9).
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Figura 9

indice de clorofila proveniente del pretratamiento de semilla con radiacion solar en estufa
casera 0 con B. subtilis CtpxS2-1 en el genotipo de chocho 1-451 Guaranguito y el

cruzamiento F3 (ECU 2658 x ECU 8415)
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Testigo Radiacion solar Bacillus subtilis Testigo Radiacién solar Bacillus subtilis

| -451 Guaranguito F3 (ECU 2658 x ECU 8415)

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes segin (LSD Fisher p>0,05)

Nota. El gréfico representa el indice de clorofila proveniente del pretratamiento de semilla
con radiacion solar en estufa casera o con B. subtilis CtpxS2-1 en los dos genotipos de

chocho. n=30

En el presente estudio la aplicacion de B. subtilis CtpxS2-1 en planta presento
mayor contenido de clorofila para ambos genotipos de chocho 1-451 Guaranguito y el
cruzamiento F3 (ECU 2658 x ECU 8415) obteniendo 35,19 ICC (ug/ml) y 37,26 ICC
(ug/ml) respectivamente, seguido de radiacion solar en estufa casera equivalente a 32,37
y 33,57 respectivamente, con relacion al testigo. Schlichting et al., (2015), mencionan

que la incorporacion de bacterias fijadores de nitrégeno como B. subtilis aumentaron el
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contenido de clorofila en plantas de trigo, lo cual ayuda en su crecimiento vegetal y
mejora su capacidad fotosintética. Por otra parte, Falconi y Yanez, (2019), mencionan
que el pretratamiento de semilla expuesta a radiacién UV-B durante 45 minutos, mejoro
el contenido de clorofila en comparacién con las plantulas que crecieron a partir de
semillas infectadas sin tratar. Neelamegam & Sutha, (2015), manifiestan que el contenido
de clorofila en las plantas provenientes de semillas pre tratadas con radiacion solar elevan

el indice de vigor en plantas que crecieron a partir de semillas que sin tratar.
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Capitulo V

Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

Semillas pre tratadas con radiacion solar en una estufa casera mostraron un efecto
positivo en los parametros agrondmicos y patologicos tanto en el genotipo de chocho I-

451 Guaranguito, como en el cruzamiento F3 (ECU 2658 x ECU 8415).

La aplicacion de B. subtilis CtpxS2-1 en planta mostro mejores resultados para
ambos genotipos de chocho 1-451 Guaranguito y el cruzamiento F3 (ECU 2658 x ECU
8415) en los parametros agrondmicos y patolégicos con respecto al pre tratamiento de

semilla con radiacion solar y mucho mas con respecto al control.

El nivel de clorofila si se relaciona con el grado de estrés de la planta, debido a
gue su contenido indica la vigorosidad de la planta y su capacidad fotosintética, la cual

suele cambiar por factores causantes de estres o su estado de desarrollo.

Recomendaciones

Realizar nuevos estudios en época 0 zona himeda para comparar los resultados en

cuanto a parametros agronémicos y patolégicos del cultivo.

Para obtener mayor nimero de brotes, nimero de vainas por planta, nimero
semilla de por vaina, rendimiento y indice de clorofila se recomienda utilizar la

aplicacion del B. subtilis CtpxS2-1 en planta.



Evaluar el pretratamiento de semilla de chocho usando menores tiempos de

exposicion con radiacion UV-B en estufa casera.

Realizar otros estudios con diferentes dosis de B. subtilis CtpxS2-1 o
biopesticidas formulados mediante atomizacién aplicados en planta en diferentes

genotipos de chocho.
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