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Resumen

La técnica de injertos en hortalizas se ha popularizado en los ultimos afios entre los
productores de distintas partes del mundo debido al gran niumero de beneficios que
representa su implementacion, los cuales van desde la disminucién en el uso de
agroquimicos hasta el incremento de los rendimientos de los cultivos en los que se
implementa, también es conocido el efecto hacia mejorar la tolerancia a enfermedades,
sin embargo, aun se desconoce los efectos de la técnica en un gran numero de
hortalizas por lo que el presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo inicial
evaluar el efecto de la técnica sobre los parametros de rendimiento de Phaseolus
vulgaris L., asi como identificar los posibles portainjertos con potencial productivo para
ser evaluados en parametros de tolerancia a enfermedades y mejoramiento de semilla
resultante de injertos. Como resultado de este trabajo se obtuvo una variedad de
portainjerto (Phaseolus coccineous L.) con una amplia compatibilidad (100% de
prendimiento) y gran potencial productivo incrementando en un 100% el rendimiento de
la variedad de interés, la semilla resultante de uno de estos experimentos, fue sometida
a un proceso de envejecimiento acelerado el cual recreé condiciones no aptas para el
almacenamiento de la semilla (temperatura y humedad relativa) y posteriormente se
evaluo calidad fisica y fisiolégica de la semilla, siendo resultante un mayor vigor en la
semilla proveniente de plantas injertadas en comparacion con aquellas de plantas sin
injertar, finalmente plantas injertadas con el portainjerto de interés fueron sometidas a
pruebas de resistencia a patdgenos, no obstante, los portainjetos solo mostraron una
tolerancia parcial a los patdgenos utilizados siendo este un precedente para la
busqueda de nuevos portainjertos en caso de querer utilizar la técnica en Phaseolus.
Finalmente se concluye que la técnica es posible con distintos portainjertos, mejora el
rendimiento y algunos parametros de desarrollo de la hortaliza, del mismo modo se ve
mejorada la calidad fisica y fisioldgica de la semilla resultante del proceso sin embargo,
el portainjerto utilizado solo mostré una tolerancia parcial hacia enfermedades de
origen radicular, por lo que es importante la busqueda de distintos portainjertos asi
como, investigar si el mejoramiento parcial de la semilla es consistente en las
generaciones resultantes también resulta interesante investigar la generacion de

nuevas variedades mejoradas mediante el método de injertos.



Summary:
The vegetable grafting technique has been popularized in recent years among
producers in different parts of the world due to the large number of benefits that its
implementation represents, going from the decrease in the use of agrochemicals to the
increase of yields. Perhaps the effects of the technique on a large number of vegetables
are still unknown, so the present research was initially aimed at evaluating the effect of
the technique on the yield parameters of Phaseolus vulgaris L. as well as to identify
possible rootstocks with productive potential to be evaluated in parameters of disease
tolerance and seed improvement resulting from grafting. As a result of this work, it was
obtained a variety of rootstock (Phaseolus coccineous L.) with a wide compatibility
(100% of catch) and a great productive potential increasing 100% the yield of the variety
of interest, the seed resulting from one of these experiments, was exposed to a process
of accelerated aging which recreated conditions not proper for seed storage
(temperature and relative humidity) and later the physical and physiological quality of
the seed was evaluated, resulting in a greater vigor in the seed coming from plants
grafted compared to those of non-grafted plants, finally grafted plants with the rootstock
of interest were subjected to pathogen resistance tests, however, the grafts only
showed a partial tolerance to the pathogens used in this experiment being a precedent
for the search for new rootstocks to use the technique in Phaseolus. Finally, it is
concluded that the technique is possible with different rootstocks, improves the yield
and some development parameters of the vegetable, in the same way the physical and
physiological quality of the seed resulting from the process is improved, however, the
rootstock used only showed a tolerance to roots diseases, so it is important to search
for different rootstocks as well as to investigate whether the partial improvement of the
seed is consistent in the resulting generations is also interesting to investigate the

generation of new varieties improved by the grafting method .



1 INTRODUCCION
El frijol ejotero es una hortaliza con alta demanda en América Latina, especificamente
en México se cuenta con una superficie sembrada de alrededor de 11 mil ha registrada
en el afio 2014 (FAOSTAT, 2017) y dicha produccion ha incrementado en los ultimos
afos para el estado de Baja California en 5% anual (SIAP, 2016). Sin embargo, a pesar
de ser centro de origen de muchas variedades de Phaseolus vulgaris L. la produccion y
el rendimiento de esta hortaliza en nuestro pais dista mucho de los principales paises
productores, donde el top 10 se encuentra liderado con producciones de mas de 90 mil

toneladas de ejote al afio, por su parte México produce cerca de 40 mil.

Estos bajos rendimientos pueden deberse a diversos factores los cuales pueden incluir,
1) disminucién de rendimientos por enfermedades, 2) bajas adaptabilidades del cultivo
a distintas regiones, 3) bajos rendimientos de las variedades disponibles (IICA, 2008).
Una de las alternativas para mejorar rendimiento de los cultivos en los Gltimos afios es
la utilizacion de nuevos sistemas de produccion como lo es la agricultura protegida,
hace casi 10 afios en México se reportaban casi 9 mil ha, en la actualidad se reportan
23 500 hectéareas en el pais (SAGARPA, 2016).

Bajo este panorama se observa un incremento en la produccién intensiva, es decir,
existe la necesidad de producir mas por unidad de area. En la ultima década se han
desarrollado técnicas que ayudan a optimizar los rendimientos y calidad de las
hortalizas, un ejemplo de esto es la utilizacion de injertos. Los injertos o plantas
injertadas pueden considerarse como un “mejoramiento genético” rapido y consta en la
unién de dos plantas afines (portainjerto y variedad), en donde se utiliza el sistema
radicular del portainjerto, el cual generalmente suele ser tolerante a factores fisicos o
bidticos y la parte aérea de la variedad que generalmente se utiliza un hibrido comercial
para la creacion de una planta con mejores caracteristicas (De la Torre, 2005).

La produccion de planta injertada data desde épocas antiguas donde se injertaban
variedades de vid para mejorar la produccion de vinos, sin embargo, a finales de 1920

se comienza a difundir la practica para el uso de hortalizas principalmente para



cucurbitaceas (Yamakawa, 1983), aunque con el tiempo se ha ido extendiendo a otras
hortalizas. Los beneficios al injertar plantas son diversos, aunque los mas importantes
son el incremento del vigor de la planta, aumento en los rendimientos y la defensa
contra factores bidticos y abidticos (Lee, 2010). Por ejemplo, se han utilizado los
injertos para aumentar los rendimientos de los cultivos de sandia y tomate con éxito
(Marzci y Osvald, 2004; Ozlem et al 2007), también se han utilizado para minimizar los
efectos causados por hongos, bacterias y virus (Hain et al., 1993). Aunque la técnica
se ha enfocado a hortalizas como cucurbitaceas y solanaceas en afios recientes se ha
documentado la técnica para diferentes especies como la alcachofa y el frijol ejotero
(Bernal et al., 2016; Temperini et al., 2013) que, aunque con un menor valor comercial
sirven como propuestas de modelo de estudio. Sin embargo, los estudios se han
enfocado a la parte productiva y a las propiedades que confiere el portainjerto a la
variedad en cuestiones productivas de variedades con gran valor econémico, pero se
ha dejado de lado otras hortalizas que pueden servir como modelo de estudio y del
mismo modo se ha olvidado la interrogante ¢son las propiedades del portainjerto
heredadas por las nuevas generaciones resultantes de la planta injertada?

1.1 Hipotesis

Existe gran cantidad de trabajos en la actualidad en donde se documentan todas las
bondades de la utilizacion de injertos, no obstante, dichas investigaciones se han
centrado en hortalizas como meldn, sandia, chile y tomate; y se ha dejado de lado
posibles modelos de estudio de productos con menor valor comercial como el ejote.
Las respuestas esperadas a la implementacion del injerto en ejote en cuanto a
compatibilidad, rendimiento, tolerancia a enfermedades y calidad fisiologica de semilla
se plantean bajo las siguientes hipotesis.

1.- La técnica del injerto es posible en frijol ejotero utilizando como portainjerto distintas

variedades de frijol ayocote.

2.- La planta de ejotero injertada sobre un patrén resistente sera tolerante a las

enfermedades de origen radicular mas importantes en frijol ejotero.



3.- La semilla resultante de las plantas injertadas presentara mayor vigor en

comparacion con la semilla de las plantas que no fueron injertadas.

Considerando lo anterior el injerto puede contribuir a mejorar la produccién del sistema
frijol ejotero bajo condiciones de invernadero en el estado de Baja California, por lo que
se planted un objetivo general y tres objetivos particulares para el estudio del presente

trabajo.

1.2 Objetivo
Evaluar el efecto del injerto sobre parametros agronémicos del cultivo del ejote en

condiciones de invernadero en el estado de Baja California.

1.3 Objetivos Especificos
Evaluar el porcentaje de prendimiento y produccion de plantas frijol ejotero injertadas

en dos variedades de frijol ayocote (Phaseolus coccineous L.).

Evaluar la calidad fisiologica de semillas cosechadas en plantas injertadas de frijol

ejotero.

Evaluar la tolerancia de plantas injertadas de frijol ejotero a los patégenos Rhizoctonia

sp. y Fusariumsp. .
2 REVISION DE LITERATURA

2.1.1 Cultivo del frijol ejotero.
El cultivo del frijol ejotero es de origen Centroamericano, de hecho, se considera a
México como uno de los centros de origen de muchas variedades de esta hortaliza. El
ejotero (Phaseolus vulgaris L.) es una planta perteneciente a la familia de las
Fabaceas. Su sistema radicular es de tipo fasciculado, con un sistema de raiz principal
y raices secundarias de similar espesor, el habito de crecimiento del frijol ejotero puede
ser determinado o indeterminado dependiendo de la variedad cultivada. Las primeras
son aquellas que después de un numero determinado de racimos florales, la planta

emite un ultimo racimo floral, dando por terminado el crecimiento de la planta; las de



crecimiento indeterminado emiten continuamente su punto de crecimiento en racimos
florales y la finalizacion del cultivo se da por decision del productor. Las hojas son
trifoliadas, con foliolos enteros o lobulados, las flores se encuentran dispuestas en
racimos axilares, en los nddulos hinchados. El fruto es una vaina de forma alargada
generalmente en forma de luna, con 5-7 semillas en su interior; la vaina por lo general
es de color verde, aunque existen variedades con vainas amarillas o moradas (Crispin
y Miranda, 1978).

2.1.2 Requerimientos climaticos y de suelo.
El cultivo de frijol se distribuye de 50° latitud norte a 45° latitud sur. Se adapta a
regiones subtropicales semiaridas frescas, asi como a zonas subhumedas. Se le
encuentra desde los 0 hasta los 2400 msnm (Crispin y Miranda, 1978). Existen
variedades de dia corto y variedades que son indiferentes a la duracion del dia.

(Doorenbos y Kassam, 1979).

Los umbrales de desarrollo son 13° a 27° C; bajas temperaturas suelen retrasar el
crecimiento, mientras que las altas tienen el efecto contrario; temperaturas extremas
(altas o bajas) pueden provocar dafios irreversibles en el cultivo que van desde abortos
de flores, malformaciones de vainas y muerte de la planta (White, 1985). Los
requerimientos hidricos del cultivo van desde 300 a los 410 mm para desarrollo
vegetativo dependiendo de la variedad utilizada y las fechas de siembra (Villanueva-
Diaz et al 2001.)

El cultivo se desarrolla mejor en suelos de textura ligera como franco-arenosos y
franco-arcillosos. Requiere de una profundidad minima de 60 cm (INIFAP, 1994). Los
suelos &cidos ocasionan bajos rendimientos (White, 1985) siendo 5.5 a 6.5 el pH
Optimo para su crecimiento. En suelos con pH mayor a 8.2 se presenta toxicidad por

sales y deficiencia de micro elementos, tolera una saturacion maxima de sales del 10%.
2.2 Injerto

2.2.1 Propo6sito de los injertos en las hortalizas.
El objetivo principal de la técnica es la utilizacion de portianjertos tolerantes a

enfermedades, dichos materiales hacen posible la produccion en suelos donde se ha
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evidenciado la infestacion de patdgenos del sistema radicular. En algunos paises es
una técnica ampliamente utilizada, aunque en occidente es un procedimiento de
reciente introduccion al area agricola. (Louws et al, 2010). Sin embargo, otros factores
importantes como la falta de agua y diversos tipos de estrés ambiental (Luna-Flores et
al, 2012; Moreno, 2009), hacen necesaria la busqueda de alternativas como los injertos
(Penella et al, 2015, Sanchez-Rodriguez et al, 2012).

2.2.2 Tipos de injertos
La técnica del injerto se realiza generalmente manual, por otra parte, en la actualidad
existe equipo especializado que se encarga de realizar los injertos de manera
automatica. Existen varios tipos de injertos que, dependiendo de las especies a injertar,
el tipo de camara de aclimatacién con la que se cuente y los fines para los que se
quiera la planta; debe de elegirse el tipo de injerto. En la Figura 1 se muestran
diferentes variaciones de la técnica para el injertado de Solanaceas. Por otra parte, se
han documentado distintas tecnologias y procedimientos para otro tipo de hortalizas,

las cuales se describen en los trabajos de Lee et al. (2010) y Kubota et al (2008).

Figura 1: Métodos de injerto realizados en solanaceas: a) aproximacién a doble raiz; b) de tubo, c) de adosado, d) de
pua, e) de insercién de pin lateral. Bletsos y Olympios (2008).

2.2.3 Principales ventajas de la utilizacion de injertos.
Este procedimiento se ha utilizado con gran éxito para el control de enfermedades
causadas por hongos como Fusarium oxysporum Schlecht, Sclerotium rolfscii,Sacc.
Verticilium sp Nees; marchitamientos ocasionados por bacterias como Ralstonia
solanacearum y algunos nematodos del género Meloidogyne spp., entre otras (Kainath
y Haseell, 2014; Rivard et al., 2012; Rivard et al., 2010; Bletsos et al ., 2003.) sin



embargo, el éxito de la técnica para el manejo de enfermedades depende de un amplio
numero de factores; desde la tolerancia individual de los portainjertos, la combinacion
de variedad-portainjerto y algunos otros elementos como la variabilidad genética de las
plantas (Kleinhenz, 2011 citado por Ozores-Hampton, 2013). Aunque estas
interacciones y mecanismos de tolerancia a enfermedades aun no se encuentran
completamente comprendidos, se cree que la tolerancia principal la brinda la
resistencia natural de los portainjertos utilizados, sin embargo, en estudios donde se
han realizado injertos a doble raiz se muestra una tolerancia parcial de las variedades
injertadas, sugiriendo de esta manera que en la interaccion entre variedad-portainjerto
se transportan substancias asociadas en la defensa contra enfermedades como
Fusarium, dichas substancias son sintetizadas en la raiz del portainjerto y
transportadas via xilema hacia la variedad (Lee et al., 2010; Dawson, 1942). Otra de
las ventajas principales de la utilizacion de portainjertos es la mejora en los
rendimientos de los cultivos, Khanh et al., (2006) observaron que tomates injertados
sobre dos hibridos como portainjertos presentaban mayor vigor que las variedades no
injertadas, del mismo modo observaron que las plantas injertadas tenian un
rendimiento mayor que oscilaba del 11 al 38% en comparacion con los tratamientos no
injertados. Resultados similares, pero en sandia, fueron obtenidos por Alan et al.,
(2007) quienes observaron un incremento significativo en el rendimiento de sandia
injertada cultivada en dos ambientes distintos, determinan que bajo sus condiciones de
estudio la sandia injertada no solo incrementa parametros agronémicos, sino que del
mismo modo la técnica no afecta la calidad final del fruto, dicha afirmacion difiere de la
de Mohamed et al., (2012) quienes también observan un incremento en los
rendimientos de sandia injertada, sin embargo, observan que la calidad de fruto si se
modificaba bajo las condiciones de su estudio especialmente, el contenido de licopeno
en fruto. También la técnica se ha utilizado para otros fines como mejorar la calidad de
frutos de las plantas injertadas, mejora en la toma de agua y nutrientes, tolerancia a
ciertos tipos de estrés abidtico, tolerancia a contaminacion por metales pesados, entre
otros (Di Gioia y Signore, 2013; Sanchez-Rodriguez et al., 2013; Savvas et al., 2013;
Savvas et al., 2010).



2.2.4 Posibles desventajas de la utilizacion de injertos.
Aun conociendo las ventajas de su utilizacion, la principal desventaja de la técnica
podria considerarse el factor econdmico, la utilizacion de pinzas o bandas para el
pegado, navajas, desinfectantes, guantes, sustrato adicional, acondicionamiento de
una camara de aclimatacion, semilla del portainjerto (hibridos comerciales), mano de
obra y otros factores indirectos hacen que los costos de produccién de la planta
injertada se eleven (Rivard et al., 2010), lo cual en algunos casos podria resultar en
una posible desventaja frente a la produccion tradicional. Otros factores a considerar
como desventajas pueden ser la utilizacion de mano de obra calificada, los desfases en
los tiempos de produccion, el retraso inicial ocasionado por el tiempo de pegado del

injerto y finalmente la limitante de la utilizacion de ciertos portainjertos.

2.2.5 Cambios en la morfologia de la planta injertada.

Sin duda uno de los aspectos mas importantes en plantas injertadas son las
modificaciones morfologicas resultantes por la interaccion portainjerto-variedad.
Recientemente se observé que plantas injertadas de frijol ejotero mantenian
caracteristicas morfolégicas similares a las no injertadas, por otra parte Kudo y Harada
(2007) observaron como la morfologia de las hojas de plantas de papa eran
modificadas debido al transporte de RNA desde el portainjerto de tomate hacia la parte
aérea, determinaron que la cantidad de material genético transportado era suficiente
para modificar tamafo, forma y cantidad de tricomas en las hojas de las plantas
injertadas, estos y otros tipos de cambios morfolégicos han sido documentados por
otros investigadores (Ohata, 1991; Taller et al., 1999; Hooijdonk et al., 2011).

2.2.6 Conductancia estomatica y asimilacién de CO:2
Junto al crecimiento celular, la fotosintesis, es el proceso primario afectado por la falta
de agua y la salinidad, los efectos en la planta van desde una disminucion en la
asimilacion de CO2 causados por un transporte deficiente a través de las estomas y el
mesofilo; hasta alteraciones en metabolismo fotosintético o incluso pueden conducir a
efectos secundarios causando estrés oxidativo en las células (Chaves et al., 2009;
Saied et al., 2003; Sandalio et al., 2001). En un estudio realizado en 2015 (Yuang et
al.,, 2015) en plantas de Lagenaria siceraria autoinjertadas e injertadas sobre un



portainjerto tolerante a alta salinidad, se observo que al aumentar el estrés por alta
salinidad la conductividad estomatica (Gs) y la concentracion de CO: intracelular (Ci)
disminuia en ambas, sin embargo, las injertadas sobre el portainjerto tolerante
presentaban mayor Gs y Ci, indicando que probablemente el cierre de estomas estaba
iniciado por una sefalizacion desde el portainjerto tolerante; estos resultados son
similares a los obtenidos por Rouphael et al. (2012) quienes indican que en tanto en
melon como en pepinos injertados hay una disminucion en la actividad fotosintética de
las plantas, sin embargo, esta disminucion es hasta en un 50 % mayor en las plantas
gue no son injertadas y se encuentran en condiciones de estrés por altas
concentraciones de NaCl, estos autores también encuentran una correlacion lineal
inversa de la actividad fotosintética con respecto a la concentracion de Na* y CI- en
hojas atribuyendo el exceso de estos a un desorden en el aparato fotosintético al igual
gue otros autores (Aghaleh et al., 2009; Liu et al., 2012). En condiciones normales (sin
estrés) las plantas injertadas se comportan de manera similar a los estudios anteriores,
en el caso de Amaro et al. (2014) observaron que al injertar las plantas de pepino se
incrementaron Ci, conductancia estomatica y capacidad fotosintética de la planta en
comparacién con aquellas que no habian sido injertadas, resultados similares fueron
reportados por Liu et al. (2011), y atribuyen este incremento en la capacidad
fotosintética a un incremento en la cantidad de clorofla a y b en plantas,
adicionalmente reportaron el incremento en la acumulacion de carbohidratos en fruto
esto debido a la actividad de dos enzimas claves para este proceso en plantas de
melén; resultados similares fueron presentados por QI et al. (2006) y Gonzélez et al.
(2009) en meldn y citricos, respectivamente. Resultados similares a los anteriores
fueron obtenidos por Qinghai Gao et al. (2016) y Martinez-Ballesta et al. (2010), donde
sugieren que las plantas injertadas tienen la habilidad de utilizar de mejor manera el Ci
en condiciones de estrés, asi como presentan una mejor eficiencia fotosintética en
comparacion con aquellas plantas que no fueron injertadas, esta mayor eficiencia
fotosintética puede deberse a que los altos niveles de Ci disminuyen la transpiracion de
las hojas mejorando la eficiencia del uso del agua en la fotosintesis (Jianlin et al.,
2008).



2.2.7 Actividad enziméatica en injertos.
Cuando las plantas se encuentran bajo algun tipo de estrés o cuando alguna etapa
fenoldgica del cultivo ocurre, uno de los principales indicadores de estos cambios es la
actividad de ciertas enzimas. En injertos se han realizado estudios para determinar la
actividad de estas enzimas, algunos investigadores se han concentrado en observar
gue procesos fisioldgicos y/o bioquimicos ocurren en diferentes etapas del injerto, se
ha encontrado que durante el proceso de pegado del injerto en plantas incompatibles
se da una acumulaciéon de ERO’S (Especies reactivas de oxigeno) (Aloni et al., 2008;
Irisari et al., 2015, Xu et al., 2016 ) estas a su vez degradan la RUBISCO y por lo tanto
hay una disminucion en la capacidad fotosintética de la planta especificamente en la
fijacion del carbono (Desimone et al., 1996), esta ineficiencia conduce a una muerte de
la planta incompatible, por otra parte Liao et al. (2016) reportaron que el injertado
promovia el incremento de la concentracion de enzimas claves para la fotosintesis
RUBISCO (Ribulosa 1,5 bifosfato Carboxilasa-Oxigenasa) y RCA (RUBISCO activasa),
dichas enzimas juegan un papel importante, afectan directamente el potencial
fotosintético de las plantas y por lo tanto perturban el potencial de rendimiento de las
mismas (Morinaga e lkeda, 1990). Hasta este punto distintos tipos de respuesta
ocurren en las plantas injertadas como la acumulacion de ERO’S, produccion de
metabolitos secundarios involucrados directa o indirectamente con la eliminacién de
patégenos, sintesis de o6xido nitrico, y respuestas hipersensibles (Buchanan et al,
2000). En recientes estudios se ha registrado un incremento en la actividad enzimatica
y otros compuestos bioquimicos de plantas injertadas frente a diversos tipos de estrés

(cuadro 1).



Cuadro 1: Concentrado de investigaciones recientes sobre la bioquimica de injertos en hortalizas.

Enzimas

Catalasa (CAT),
Peroxidasa (POD),
Superoxido dismustasa
(SOD).

Subunidad 1y 2 de la
isoenzima de CAT

CAT, SOD

Fenilalanina amonio-liasa

(PAL)

PAL

Planta

injertada

Tabaco

Tomate

Tomate

Chile

Berenjena

Condicién
del estrés

Virus de la

papa Y
NTN

Fusarium

Estrés

hidrico

Fusarium

Verticillium

Comportamiento de la

enzima

Aumento de POD y SOD,
Disminucién de CAT

Presencia de

Subunidades

Aumento de SOD y CAT

Incrementan al inicio de
la infeccion, Se
estabilizan o disminuyen
dias después.

Incrementa PAL

Autores

Spoustova et al., 2015

Vitale et al., 2014

Sanchez-Rodriguez et al.,

2012

Jiang et al., 2010.

Zhou et al., 1998.

10



3 EXPERIMENTO |I. PRUEBAS DE COMPATIBILIDAD Y RENDIMIENTO DE
FRIJOL INJERTDO EN FRIJOL AYOCOTE (Phaseolus coccineus L.).

3.1 Introduccién

El ejote (Phaseolus vulgaris L.) es una leguminosa que forma parte de la dieta basica
de muchos paises latinoamericanos; en México su produccioén sobrepasa el millon de
toneladas por afio (FAOSTAT, 2017). Sin embargo, el rendimiento del cultivo es
mermado por enfermedades que lo afectan a lo largo de su ciclo productivo, entre las
gue destacan enfermedades como: Macrophomina sp, Fusarium sp; Sclerotium y
Rhizoctonia (Araya-Fernandez y Hernandez-Fonseca, 2006). El control de estas
enfermedades puede ser muy variado y abarca desde el aspecto cultural (manejo de
podas, eliminacion de residuos agricolas, utilizacion de semilla certificada) hasta la
utilizacién de productos quimicos, sin embargo, los mercados actuales demandan una
eco-certificacion de los productos que se consumen (Osarto, 2009); esto ha llevado a
los productores de hortalizas a adoptar nuevas técnicas para el control de
enfermedades, una de estas técnicas es la utilizacién de injertos. Entre los beneficios
del injerto se encuentra una mejor toma de nutrientes por parte del sistema radicular de
la planta, mejor respuesta de las plantas a déficit de agua, mejora ante altas
concentraciones de salinidad en suelos, entre otros (Lee et al., 2010). Sin embargo; los
objetivos principales de la técnica son la utilizaciébn de portainjertos con resistencia a
las enfermedades fungosas de origen radicular y mejorar el rendimiento de la planta.
En reportes de la década de 1940, se encontré que el portainjerto Cucurbita moschata
(Duchesne ex. Poir) conferia resistencia a enfermedades al melon (Imazu, 1949) En
afios mas recientes se ha comprobado la eficacia de la técnica tanto en el control de
enfermedades como en la mejora del rendimiento en numerosos estudios (Oda, 1995;
Xu, Ma y Chen, 2014; Temperini et al., 2013; Moncada et al., 2013).

La resistencia ante enfermedades y el vigor de la planta injertada es intermedio entre el
patréon y la variedad, aunque la influencia del primero es mayor que el de la variedad
(Muller y Li, 2002 citado por Lopez-Elias et al., 2008). Desafortunadamente la mayoria

de los estudios en la actualidad se han centrado en la utilizacion de la técnica en
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cucurbitaceas como la sandia, melon y algunas solanaceas como el tomate y la

berenjena y son pocos los estudios que se centran en otras hortalizas como el ejote.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el porcentaje de prendimiento del injerto y
rendimiento en dos variedades del frijol ejotero injertadas sobre dos variedades de frijol

ayocote como portainjerto.

3.2 Materiales y métodos
El presente trabajo se realiz6 en el periodo de agosto a noviembre de 2015 en un
invernadero tipo asimétrico de cubierta plastica, en el Instituto de Ciencias Agricolas de
la Universidad Autonoma de Baja California. Localizado en el Valle de Mexicali
32°24'34 Norte y 115°11'16 Oeste.

Las variedades frijol ejotero utilizadas fueron Mantra y Fasili (Rijk Zwaan) y en el caso
de frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.) empleadas como portainjerto ‘Otumba’ y
‘CP’. La combinacion de los materiales de frijol ejotero y ayocote generd las
combinaciones descritas en el cuadro 2, donde ademas se incluye plantas sin injerto en
las variedades de ejotero. El disefio experimental utilizado fue completamente al azar
con 6 tratamientos y 5 repeticiones, cada planta injertada se consider6 como una

repeticion.

Cuadro 2: Tratamientos evaluados de plantas injertadas y no injertadas.

Tratamiento Clave

MANTRA M
MANTRA X OTUMBA MXO
MANTRA X CP MXCP
FASILI F
FASILI X CP FXCP
FASILI x OTUMBA FXO

La obtencién de planta injertada se inicié con la siembra el dia 10 de agosto del 2015,
en charolas de 128 cavidades. Los injertos se realizaron a los 19 y 20 dias después de
la siembra. El procedimiento para realizar el injerto fue realizar un corte 6 centimetros
por debajo del apice de crecimiento en un sentido de 45 grados en el portainjerto y

posteriormente en la variedad se realiz6 el corte, pero en sentido inverso y esta vez
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sobre el apice de crecimiento, se unieron ambos cortes con pinzas plasticas para

injerto segun la técnica descrita por Lee et al., 2010.

Las plantas injertadas se mantuvieron en una camara de aclimatacibn con una
humedad relativa (HR) de 96% y posteriormente se disminuyé gradualmente hasta
llegar a una HR de 50%, cinco dias después se mantuvieron en condiciones de

invernadero para su posterior trasplante.

El establecimiento del experimento en campo se inicié a los 21 dias después del
injertado del ejote y consisti6 en trasplantar las plantas en bolsas plasticas para
maceta, las cuales fueron llenadas con 1.300 kg de mezcla de sustrato (Berger BM2 en
un 60% y un 40% de arena), colocando una planta por maceta y 5 macetas por
tratamiento, las macetas se colocaron a 15 cm de separacion y las plantas fueron
tutoradas con rafia. La fertilizacion fue en base a la formula convencional 120-60-160
mediante riego por goteo (Reché Marmol, 2005).

Las variables evaluadas fueron porcentaje de prendimiento del injerto a los 17 dias de
realizado el injerto, posteriormente a los 7, 21 y 56 dias de realizado el trasplante se
midio altura de planta en cm. En cosecha se cuantificd, nimero de vainas, longitud de

vainas y rendimiento total por planta.

El andlisis de los resultados se realiz6 con analisis de varianza y prueba de medias
para discriminar tratamientos mediante la prueba de Tukey (0.05%). Se utiliz6 el
software estadistico SAS 9.3 ® y Microsoft Excel 2013.

3.3 Resultados y discusion
Los porcentajes de prendimiento de los injertos variaron entre portainjertos y
variedades de ejote empleadas (Cuadro 3). Los mayores porcentajes de prendimiento
fue para la combinacion FXCP (95%), mientras que en la combinacion FXO (0%) no se
registré6 prendimiento. Vrsic, Pulko y Kocsis (2015) mencionan que la compatibilidad
temprana o en etapas de desarrollo del cultivo depende de factores tanto ambientales,
de manejo del injerto o incluso de la combinacion portainjerto-variedad. En este caso
dado que las condiciones fueron similares para todos los tratamientos se podria indicar

la presencia de incompatibilidad en la interaccién entre las variedades.
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Cuadro 3: Porcentaje de sobrevivencia de plantas injertadas de Phaseolus vulgaris L. sobre Phaseolus coccineous L.

Tratamiento Porcentaje de
prendimiento

M 100 %

MXO 70 %

MXCP 45 %

F 100 %

FXO 0%
FXCP 95 %

El porcentaje de sobrevivencia fue calculado 17 dias después del proceso de injertado para esto se desprendio6 la
pinza plastica.
En la variable altura de planta se observé que las plantas mantuvieron una altura
similar hasta los 28 dias de trasplante y a partir de este dia el comportamiento de
crecimiento fue mayor para la combinacién FXCP. A los 56 dias los tratamientos de
planta injertada incrementaron en promedio el 67.9% la altura. El tratamiento
sobresaliente fue FXCP el cual registr6 80% mas de altura con respecto al testigo
mientras que el tratamiento MXCP solo un 47.7%. (Figura 2.1). Los resultados
concuerdan con los de otros investigadores en otro tipo de hortalizas (Lépez-Elias et
al., 2008; Liu et al., 2009) en los cuales se reportan un mayor desarrollo en plantas de

sandia y plantas de tomate respectivamente.
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Figura 2: Altura de plantas injertadas y no injertadas de Phaseolus vulgaris L.

Para el nUmero de vainas promedio por planta no se encontraron diferencias entre los
tratamientos, sin embargo, para el largo de las vainas se incrementé en mas de 10 cm
para el injerto FXCP en comparacion con su variedad sin injertar. La superioridad del
tratamiento FXCP, también se vio reflejada en el rendimiento total por planta, donde se
obtuvo mayor efecto en el rendimiento con respecto a los demas tratamientos (Cuadro
4). Indicando una mejora en el rendimiento en un 100% y en tamafo de fruto de 50%
en comparacion con su respectivo testigo e incluso en comparacion con otras
combinaciones, resultados similares se han encontrado en otras hortalizas como

tomate, berenjena y pepino (Mahmoud, 2014; Chung y Lee., 2007; Lee y Oda; 2003).

Cuadro 4: Variables evaluadas en los tratamientos de Phaseolus vulgaris L injertado y sin injertar

Tratamiento Ndmero de vainas Largo de vainas Rendimiento por
promedio por planta (cm) planta (g)
por corte
FXCP 4a 33.6a 1511a
MXO 2a 14.4 ab 41.4b
MXCP la 52b 15.42b
F 3a 20.4 ab 74.5 ab
M la 6.4b 170b

Los valores con literales diferentes dentro de la misma columna presentan diferencias significativas en una prueba
de Tukey a =0.05.
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3.4 Conclusién
El injerto de frijol ejotero en frijol ayocote, representa una oportunidad para mejorar la
produccion y calidad de la produccién. Sin embargo, es necesario realizar mas trabajos
en diferentes condiciones (ambientales, tipos de suelo, extensién, enfrentamiento a
enfermedades) con diferentes posibles portainjertos para su futura aplicaciéon en la

produccion comercial.
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4 EXPERIMENTO Il. PRUEBAS DE VIGOR DE SEMILLA DE Phaseolus vulgaris L.
INJERTADA SOBRE Phaseolus coccineus L.

4.1 Introduccion
La disponibilidad de semilla de calidad es importante para casi cualquier sistema de
produccion en la agricultura. El andlisis tradicional de la semilla se basa en la
inspeccion de la pureza y pruebas de germinacion, sin embargo, en los ultimos tiempos
se ha dado la medicién de la calidad mediante otros factores como lo son: sanidad y
vigor: la integridad de la semilla de frijol ejotero (Phaseolus vulgaris L.) es
principalmente afectada por varios hongos fitopatégenos entre ellos Fusarium
oxysporum, Rhisoctonia solani y Sclerotium spp. (FAO, 2017). Para tratar las semillas
se han utilizado distintos productos quimicos entre los que destacan Metacaptan
(Captan + Metoxiclono) y Metacid (Thiram), sin embargo, sus composiciones quimicas
hacen que la busqueda de un producto menos agresivo y mas asequible para

pequefios productores sea necesaria.

Por otra parte, los injertos en hortalizas han demostrado ser una herramienta util para
mejorar los rendimientos de cultivos a gran escala, la técnica consiste basicamente en
la union fisica de dos plantas en donde se aprovecha el sistema radicular de una planta
tolerante a diversos factores. En estudios recientes (Bernal et al., 2016) se ha
observado como el injerto ha sido efectivo para incrementar el rendimiento del cultivo
de ejotero, en otras hortalizas también ha sido documentado este efecto, siendo mas
comunes las hortalizas con un alto valor comercial como el tomate (Salinas, Camacho y
Tello, 2008) donde se han implementado con éxito injertos de esta hortaliza con el fin
de eliminar el uso del bromuro de metilo a nivel comercial; o la sandia (Lépez-Elias et
al., 2011), donde se ha visto con éxito como la técnica ha favorecido a productores a
minimizar la densidad de siembra, manteniendo e incluso mejorando los rendimientos
del cultivo. Estos resultados, en parte se considera que estan relacionados con el
intercambio de material genético de ambas plantas (Haroldsen et al., 2012; Avramidou
et al., 2015). Condicion que ha sido aprovechada en el mejoramiento de calidad de la

semilla, segun la empresa Seminis Vegetable Seeds Inc., quienes posee una patente
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desde (US8772582 B2) el 2008-2009 para el mejoramiento de semilla de esta hortaliza

mediante la técnica de injertos.

La calidad fisica y fisiologica de las semillas comprende un alto niumero de variables
evaluadas, sin embargo, la mayoria de los autores y las metodologias coinciden en
algunas de estas variables, por ejemplo, tamafo, grosor y peso de semillas para su
calidad fisica (Ayala-Garay et al., 2006), para el caso de la calidad fisiolégica suele
depender del cultivo que se esté trabajando (Bishaw et al., 2012) sin embargo, la
asociacion internacional de pruebas de semillas, ISTA, por sus siglas en inglés,
menciona como de mayor peso las variables de: porcentaje de germinacion, altura de
planta en post-emergencia y produccion de biomasa. Finalmente se conoce que una
mejora genética de la semilla puede traducirse en los parametros anteriormente
mencionados (% de geminacion, tamafo, peso) e incluso otros como la longevidad de
la semilla (Clerxk et al., 2004 y Clerxk et al., 2004).

En especies autopolinizables como el ejote, existe la posibilidad que el grano producido
sea nuevamente empleado como semilla en algunos ciclos adicionales, por la razén
qgue genéticamente no se degeneran las caracteristicas de la variedad de manera
significativa. Esta condicién, seria de gran beneficio que el injerto tuviera influencia en
su calidad, sin embargo, no se dispone de informacién que pudiera asegurar dichos
resultados. Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar la calidad

fisioldgica de la semilla proveniente de planta injertada en Phaseolus coccineus L.

4.2 Materiales y Métodos
El presente trabajo se realiz6 en el periodo de primavera-verano del 2016 en el Instituto
de Ciencias Agricolas de la Universidad Autonoma de Baja California. Se injerto frijol
ejotero (P. vulgaris L.) de la variedad Strike sobre ayocote (Phaseolus coccineus L.)
mediante la técnica de empalme y se mantuvieron las plantas injertadas en una camara
de recuperacion con 90 % de humedad relativa y temperatura de 23-25 °C.
Posteriormente, plantas injertadas y no injertadas a los 21 dias de post-emergencia se

trasplantaron en un invernadero tipo asimétrico de cubierta plastica y se aplicé una
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fertilizacion en base a la formula convencional 120-60-160 (Reché Marmal, 2005)
mediante riego por goteo. Las semillas fueron recolectadas 120 dias posteriores a la
siembra, la semilla fue pesada y almacenada en sacos de tela y mantenidas a una
temperatura de 18 °C hasta su utilizacion.

Las variables evaluadas fueron:
a) Calidad fisica de semilla. Peso de semillas y dimensiones.

El peso de 1000 semillas se calcul6 mediante el método descrito en el manual de
manipulacion de semillas de ISTA, que consistidé en obtener el peso de ocho muestras
de 100 semillas por tratamiento (sin repeticion) y calcular el coeficiente de variacion de
las muestras si esta correspondia a un valor menor al 4%, las muestras podian ser

utilizadas para el célculo del peso de 1000 semillas mediante la siguiente férmula.
P1000s = x.10

Donde P1000s = Peso de mil semillas; ¥ Representa el peso promedio de las ocho
muestras. Largo y ancho de 30 semillas con 3 repeticiones elegidas al azar de las 8

muestras fueron medidos con un vernier digital.
b) Incidencia de patdgenos en semillas.

Para la prueba de inocuidad de semilla, se utilizaron 25 semillas para cada tratamiento,
en un ambiente completamente estéril se acomodaron en papel absorbente y se
humedecieron para ser introducidas en bolsas ziploc y colocadas en una camara de
germinacion durante 12 dias, finalmente se observo la incidencia de patdégenos en la
semilla y se identificaron taxonémicamente con preparaciones en fresco bajo
microscopio 6ptico a un aumento de 40X, utilizando como base las claves descritas por
Barnett y Hunter (1998), Carrillo (2003) y Romero (1988).

c) Desinfeccion de semillas.

Se utilizaron distintos métodos para la desinfeccion de la semilla los cuales se numeran
a continuacion: 1) H202 al 10 % (Peroxido de hidrogeno), 2) Alcohol etilico 10 %; 3)
Hipoclorito de sodio 10%; 4) Agua destilada estéril a 85 °C y 5) semilla sin tratar.
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Mediante el método de la seccidon anterior se volvié a disponer de semilla de ambos

tratamientos. Y se cuantificé porcentaje de incidencia de enfermedad.
e) Prueba de vigor y prueba de envejecimiento acelerado.

Las pruebas consistieron en; 1) para la prueba de vigor 25 semillas de cada tratamiento
previamente desinfectadas fueron dispuestas en toallas de papel absorbente e
introducidas en una camara de germinacion de semillas y posteriormente se midieron
parametros de crecimiento (fisiologicos) y 2) para la prueba de envejecimiento semillas
de ambos tratamientos (injertado y no injertado) se mantuvieron en pequeias bolsas de
tela y se dispusieron en una cdmara de ambiente controlado con una temperatura de
49 + 2 °C y una humedad relativa de superior al 60% durante 72 hrs. Para

posteriormente repetir la prueba de vigor de semilla.

Las variables evaluadas fueron Peso de 1000 semillas (PS), ancho y largo de semilla
(As, Ls), porcentaje de incidencia de patégenos (PIP), porcentaje de germinacion (PG),

Largo de radicula (LR), Peso fresco de plantula (PF), y peso seco de plantula (PES).
Analisis estadistico.

El andlisis de los resultados para el caso de semilla infectada y calidad fisica fueron
analizadas mediante una prueba de Chi-cuadrado y una prueba de comparacion de
medias con un nivel de significancia del 95%; para el caso de la discriminacién de
tratamientos en calidad fisiol6gica se realizé6 mediante andlisis de varianza y prueba de
comparacién de medias para discriminar tratamientos mediante la prueba de Tukey
(0.05%). Se utilizo el software estadistico SPSS Statistics v. 23 ® y Microsoft Excel
2013.

4.3 Resultados y Discusién

A) Calidad fisica de semilla

Visualmente las semillas de plantas injertadas y no injertadas eran diferentes, aunque
estadisticamente no se encontrd diferencias para el largo y ancho de semilla (figuras 4
y 5), sin embargo, como se muestra en las figuras 3 si resulté haber al menos una

tendencia en el incremento en el peso de semilla, para el tratamiento de semillas
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injertadas en comparacion con el tratamiento no injertado; esto puede deberse a la
cantidad de humedad de semillas o incluso al numero de semillas vanas, ya que
algunos autores reportan que estas variables pueden afectar el peso de las semillas

aumentandolo o disminuyendo respectivamente (Gonzalez-Torres, 2008; Cid et al.,

2014) .

21



35 4

25 - 1
20 -
15 -
10 -

Injertadas No injertadas

Figura 3Peso promedio en gramos (g) de las repeticiones de semilla injertada y no injertada en la prueba de vigor de
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Figura 4 Largo promedio en centimetros (cm) de los tratamientos de semilla injertada y no injertada en la prueba de
vigor de semilla
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Figura 5 Ancho promedio en centimetros (cm )de los tratamientos de semilla injertada y no injertada en la prueba de
vigor de semilla
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B) Incidencia de patdgenos. El microorganismo identificado en el presente trabajo
presentd coincidencias morfologicas para Rhizopus con presencia de hifas gruesas y
septadas, color ambar oscuro con esporangios de alrededor de 150 um de grosor

llenas de esporangio-esporas Barnett y Hunter (1998)
C) Tratamientos de desinfeccion.

Para la prueba de desinfeccion de semilla se obtuvieron los resultados mostrados en la
cuadro 5 en donde observamos los porcentajes de infeccion de semilla después de los
respectivos tratamientos, se observé cémo los tratamientos térmico y H202 fueron los
més efectivos para disminuir la incidencia de los hongos antes mencionados,

disminuyendo la presencia de los hongos un 20%.
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Cuadro 5: Porcentaje de semillas infectadas después de la prueba de tratamientos de desinfeccion

INFECTADO
SI NO
TRATAMIENTO CONTROL % INFECTADO 30.0% 70.0%
TERMICO % INFECTADO 8.3% 91.7%
NaOCI % INFECTADO 23.3% 76.7%
H202 % INFECTADO 10.0% 90.0%
ETANOL % INFECTADO 28.3% 71.7%

Los valores porcentuales fueron obtenidos en SPSS statistics y comparados mediante una prueba de Chi-cuadrada
con un valor de significancia de p= 0.05.

El tratamiento térmico para la desinfeccion de semillas se ha utilizado durante mucho
tiempo para diferentes tipos de semilla e incluso se encuentran procedimientos
patentados en algunos paises como en Espafia donde se encuentra la patente de
desinfeccién de semillas de cereales por calor desde 1999 (Patente 2 225 965 T3), sin
embargo, semillas como la del frijol pueden sufrir dafios e inhibir su capacidad de
germinacién debido al deterioro causado por el calor, por otra parte el segundo mejor
tratamiento de H202 ha mostrado buenos resultados con la desinfeccion de algunas
ornamentales y del mismo modo en algunas variedades de Phaseolus (Gonzélez,
2003), el mecanismo de accién del perdxido de hidrogeno se basa en dos principios, el
primero es que al poseer una mayor capacidad oxidante que el cloro actia como mejor
desinfectante que este ultimo (Lenntech, 2003); el segundo como bactericida ya que las
bacterias que cominmente actian como patégenos en semillas carecen de enzimas
como Catalasa o Peroxidasa capaces de degradar el perdxido y por lo tanto no pueden
eliminar los productos nocivos resultantes del oxigeno (Yafiez, 1998), finalmente es
una molécula degradable en agua por lo que se considera el mejor tratamiento para la

desinfeccién de semilla en el caso de este experimento.
D) Vigor de semillas y envejecimiento acelerado.

Por otra parte, las pruebas de germinacion mostraron que las semillas provenientes de
plantas injertadas tenian un mayor vigor (70% de germinacion en los primeros 5 dias y
un 100% 12 dias) en comparacion con las semillas de planta no injertada (40% de

germinaciéon en los primeros 5 dias y un 90% a los 12 dias), se determinaron dos
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hongos comunes que atacan en la etapa pre-emergente de la semilla los cuales se

identificaron como Rhizopus spp. y Phytium spp.

En la prueba de vigor después de envejecer la semilla se observo diferencias entre
ambos tratamientos, teniendo mayor vigor la semilla de la planta injertada, para ambos
casos se encontré un 100% de germinacion (antes de envejecimiento) sin embargo,
después de estresar la semilla el porcentaje disminuy6 a 70% para la injertada y 35%
para la no injertada, esto indicando que la semilla al menos toleraba mejor el estrés
causado por la simulacion de un mal almacenamiento, adicionalmente se encontraron
diferencias significativas en el largo de hipocétilo y radicula asi como en el peso fresco
y seco, al comparar los tratamientos injertado y no injertado como se observa en el

cuadro 6.

Cuadro 6: Variables de longitud y peso en plantula generada con semilla de planta injertada envejecida y no
envejecida.

Variables
Tratamiento Hipocatilo (mm) Radicula (mm) Peso Fresco (g) Peso Seco (g)
Injertado 64.91 a 110.98 a 155a 0.16 ab
No injertado 29.10 b 24.23 b 1.18¢c 0.14 ab
Envejecida no 49.15¢ 75.79¢c 1.32b 0.19a
injertada
Envejecida Injertada 4591 c 59.03d 143 a 0.21a

Diferentes letras muestran diferencias estadisticas de una variable para cada tratamiento mediante una prueba de
Tukey HSD con p= 0.05.

En el cuadro 6 y en la figura 4 se muestra las diferencias en desarrollo de los
tratamientos envejecidos (injertado y no injertado) y se puede observar como hay un
incremento en el largo de hipocotilo y de radicula.
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Figura 6 Crecimiento radicular en semilla de Phaseolus resultante de injerto y sin injerto

A la izquierda se observa el crecimiento de
plantula a los 5 dias en la parte superior izquierda
la semilla proveniente de la planta injertada, en la
parte inferior izquierda la no injertada y en la parte
derecha en el recuadro azul ambas plantas 12
dias de desarrollo donde se muestra la diferencia

en el crecimiento.

Algunos autores mencionan como el peso seco de la plantula producida es uno de los
mejores indicadores para determinar la calidad en una prueba de vigor de semilla
(Ayala-Garay et al., 2006); como se observdO en este caso no se encontraron
diferencias significativas para el peso seco, sin embargo, si hubo un mayor porcentaje
de germinacion para el tratamiento de semillas de planta injertada en comparacién con
aquellas que no lo fueron, del mismo modo se observé una notoria diferencia en el
desarrollo de hipocotilo y radicula, siendo mas vigorosas aquellas plantas provenientes
de semilla de planta injertada. Una de las pocas investigaciones disponibles sobre la
calidad de semilla resultante de una planta injertada se remonta a los afnos 50’s
(Ehrenberg et al., 1955) observaron como las semillas resultantes de plantas injertadas
con un buen prendimiento presentaban una mejor calidad fisica de semilla, no
obstante, este trabajo se realiz6 en una especie de pino (Picea abies) por lo que los

tipos de injerto y condiciones a los del presente trabajo distan de ser similares.

4.4 Conclusion
El mejor tratamiento para la desinfeccion de semilla fue el tratamiento térmico, sin
embargo, se decidi6 utilizar el segundo mejor que fue agua oxigenada debido a que las

altas temperaturas suelen disminuir el porcentaje de germinacion.
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Aun cuando no se presentaron diferencias estadisticas significativas en el tamafio de la
semilla, si se observé una diferencia para la calidad fisiologica siendo la semilla

proveniente de planta injertada la que mejores propiedades fisioldgicas presento.

El método de mejoramiento de semilla mediante los injertos podria considerarse para
futuras investigaciones como un modelo a seguir, en la actualidad con el creciente
namero de herramientas moleculares es posible enriquecer este tipo de

investigaciones.
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5 EXPERIMENTO Ill. DE PRUEBAS DE TOLERANCIA A PATOGENOS
RADICULARES EN INJERTOS DE EJOTE Phaseolus vulgaris L.

5.1 Introduccién.

El género Phaseolus conforma una amplia diversidad biolégica, con su centro de origen
en Centroamérica conforma una de los géneros méas antiguos de los que se encuentran
registros de mas de 5 mil afios A.C (Ulloa et al., 2011). Un gran numero de especies
son cultivadas alrededor del mundo siendo el mas comdn Phaseolus vulgaris L. mejor
conocido como frijol comdn o judia. En México, 1.5 millones de toneladas son
producidas anualmente al 2016 (SIAP, 2016) siendo los principales productores de este
cultivo Durango, Zacatecas, Chihuahua y Sinaloa, sin embargo, en los Ultimos afios en
el estado de Baja California el cultivo de Phaseolus vulgaris L. ha visto un incremento
del 5 % anual en la produccion de esta hortaliza para su consumo en fresco (frijol
ejotero). El principal objetivo del incremento de la produccion de esta hortaliza se debe
a la oportunidad de mercado que representa la frontera con Estados Unidos, no
obstante, SAGARPA cita mercados emergentes para esta hortaliza a paises asiaticos y

Europeos.

Como en muchas otras hortalizas el frijol ejotero la presencia de enfermedades de
origen fungoso especificamente del tipo radicular, son una de las principales causas en
la disminucion de rendimientos del cultivo (IICA 2008). Entre los géneros mas comunes
y que mas perdidas causan a este cultivo se encuentra Rhizoctonia solani y Sclerotium
spp ya que en conjunto pueden causar un 70 % de pérdidas en los cultivos
(Hernandez-Quintero y Herrera, 2012), sobre todo en plantaciones comerciales.
Generalmente la patogenicidad de un organismo esté influenciada por varios factores
fisicos como temperatura, nutrientes, sequias entre otras sin embargo también puede
depender de cuestiones culturales como el manejo del propio cultivo, dafios mecanicos
y defoliaciones por edad en la planta e incluso en algunos casos por factores genéticos

entre huésped y hospedero (Old y Davison, 2000).

Por otra parte, en el primer experimento realizado en presente investigacion se

demostré que la técnica de injertos es una opcion viable para incrementar los
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rendimientos del cultivo del ejotero hasta en un 100%. Lo anterior como consecuencia
de un mayor suministro de nutrientes y agua por el sistema radicular del portainjerto, el

cual es de mayor longitud y biomasa que el ejote sin injerto (Lee et al., 2010).

En México se han realizado diferentes aislamientos de los hongos con mayor impacto
en el cultivo de frijol siendo recurrente el género Phaseolus (Harikrishnan y Yang, 2004,
Lopez-Olmos et al., 2005), sin embargo, no existen reportes suficientes de pruebas de
patogenicidad de estas enfermedades utilizando la técnica de injertos en el frijol

ejotero.

Por lo que el objetivo del presente trabajo fue realizar pruebas de patogenicidad de los
dos principales hongos fitopatdgenos en frijol ejotero Rhizoctonia y Sclerotium frente a
la alternativa de produccion de ejotero injertado sobre Phaseolus coccineus L.

5.2 Materiales y Métodos.

Preparacion del experimento.

El estudio se realiz6 durante el periodo verano-otofio 2016 en el Instituto de Ciencias
Agricolas de la Universidad Autbnoma de Baja California, se dispusieron 9 plantas por

tratamiento con 3 repeticiones.
Preparacion del material vegetal

Se sembraron 128 semillas de ejote var. Fasili (Phaseolus vulgaris L), 12 dias post
emergencia se injertaron mediante el método de empalme descrito por Lee y Oda
(2002) en un portainjerto Phaseolus coccineus, se mantuvieron en camara de
prendimiento durante 96 horas a una humedad relativa de 90% y después se
aclimataron progresivamente. Las plantas injertadas fueron transferidas a vasos

plasticos con sustrato comercial Peat moss Berger BM2 previamente esterilizado.
Cepas utilizadas y generacion de inoculo infectivo.

Para la obtencién de las cepas se recolectaron plantas con sintomaticas (raquitismo,
clorosis, dafio a la base del tallo) de un predio con antecedentes de infeccidon por
enfermedades en la comunidad de Maneadero de Ensenada B.C. Las plantas fueron

colocadas en bolsas Ziploc y transportadas en hielera hasta el laboratorio. Para la

29



obtencion de las cepas las plantas recolectadas fueron lavadas con agua comun, y
dispuestas en camara humedad a 25 °C por 24 hrs, posteriormente se seccioné un
pedazo de tallo (0.5 cm?) y bajo condiciones asépticas se dispusieron en cajas Petri
con 15 ml de medio agar dextrosa papa, 48 horas posteriores a la siembra se procedio
a el re-aislamiento del crecimiento micelial a nuevas cajas Petri finalmente se colocaron
en una incubadora a 25 °C durante 7 dias. Se identificaron morfolégicamente

Rhizoctonia sp. y Sclerotium sp.

Para la preparacion del inoculo infectivo se utilizé la técnica descrita por Sennoi et al.,
(2012), pero utilizando semilla de trigo en lugar de sorgo. La dosis letal de cada cepa
para esta variedad de ejote se calcul6 en un estudio previo en donde se encontrd para
Rhizoctonia una cantidad de inoculo de 1.5 g (9 UFC aproximadamente) y para
Sclerotium de 0.5 g (3 UFC aproximadamente).

Método de inoculacion y escala de patogenicidad.

Las plantas se llevaron a una camara de ambiente controlado con 25 + 3 °C donde
fueron inoculadas a la base del tallo y cubiertas con sustrato previamente humedecido
y se mantuvieron en observacién durante 28 dias. Para el grado de severidad de las
cepas se utilizé una medicion visual subjetiva de 1-4 donde 1) Planta sin ningun dafio
aparente; 2) planta con dafio y lesion aparente en la base del tallo, 3) planta con dafio
en base de tallo y clorosis en mas del 50% de su area foliar, 4) planta 100% clorética y
dafio total de la planta.

Variables evaluadas

Para confirmar la infeccidn de las cepas al final del periodo se realizdé una preparaciéon
en fresco de los tratamientos infectados y se identificé mediante morfologia los hongos.
Se calculé mediante la escala anteriormente descrita grado de severidad de las cepas;
a partir de la inoculacién y cada tercer dia se cuantifico indice de verdor SPAD con un
medidor SPAD Koénica modelo 502 (Melgarejo et al 2010), eficiencia fotosintética
maxima Fv/m, Fo y Fm mediante un fluorometro Opti Sciences modelo OS-30 pla
intensidad del haz de luz emitido por el equipo fue de 3500 pmols y para la medicion de

las variables se utilizaron los clips que se recomiendan por el fabricante al final del
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experimento se cuantificé altura de planta, peso fresco, peso seco y area foliar

mediante un medidor de area Licor inc. Modelo Li3100.

Analisis de datos

Para discriminar los datos de la incidencia se aplicé una prueba de Kruskal-Wallis ;

para el calculo del porcentaje de incidencia se realizé una prueba de Chi-cuadrada.

En el caso de las variables fisiologicas se realizd una prueba de Tukey HSD (p=0.05)

para determinar diferencias entre los tratamientos.

El arreglo del experimento fue completamente al azar sorteando mediante nimeros
aleatorios las plantas a ser inoculadas con los diferentes hongos, el analisis de datos

fue realizado mediante el programa estadistico SPSS v23.

5.3 Resultados y discusion
La incidencia de las enfermedades generadas por ambos patégenos Rhizoctonia y
Sclerotium sp fue del 100 % en plantas de ejote normales en el caso de plantas
injertadas del 70%, ubicAndose en la escala propuesta de severidad en 3 los sintomas
observados fueron clorosis en al menos un 50% de la planta y lesiones en la base del
tallo en forma de costra negra, este Ultimo sintoma coincide con descripcion de los
efectos causados por Rhizoctonia, causando manchas color rojizo oscuro en la base
del tallo y las raices sin embargo en algunos casos su mayor grado de severidad se da
en la etapa de prefloracion y llenado de vainas entre los 70 y 90 DDS (Assuncao et al.,
2011), Infantino et al. (2006) han reportado pérdidas de casi un 40% de la produccion
en estado de plantulas y un poco mas en otras etapas fenoldgicas por esta
enfermedad. En cuanto a los sintomas de Sclerotium la formacién de micelio blanco y
algodonoso persistente en la base del tallo junto con la pudricion y ahorcamiento en la

base del tallo asi mismo se presento clorosis en la planta.
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Cuadro 7: Variables de fisiolégicas en plantas injertadas y no injertadas inoculadas con Rhizoctonia y Sclerotium.

TRATAMIENTOS SPAD FVIEM FO PST PFT ALTURA AREAF
PLANTA PLANTA
INJERTADO / CONTROL 4423 b 0.784 a 454.20 c 1.29b 1440 c 116.66 b 267.33 b
INJERTADO / 43.01b 0.790 a 453.06 ¢ 1.34b 11.16 b 99.00 b 269 b
RHIZOCTONIA
INJERTADO / 44.96 b 0.790 a 434.93 b 1.90c 13.63 ¢ 100.00 b 284 b
SCLEROTIUM
SIN INJERTO/ 36.14 a 0.793 a 400.46 b 0.57 a 8.26 b 85.00 a 104 a
RHIZOCTONIA
SIN INJERTO / 33.32a 0.787 a 397.80 a 041a 6.43 a 51.66a 106.33a
SCLEROTIUM
SIN INJERTO / CONTROL 43.29 b 0.787 a 44433 c 1.36b 11.86 b 121.66 b 170 a

letras Diferentes muestran diferencia estadistica de una variable para cada tratamiento mediante una prueba de
Tukey HSD con p= 0.05.

En algunos trabajos se ha visto que el indice de verdor SPAD es directamente
proporcional a la cantidad de clorofila (Torres et al 2002., Shcaper y Schacko 1991) en
el presente, se encontr6 que el indice de verdor se disminuy6é (véase cuadro
7)solamente en plantas no injertadas inoculadas con las dos cepas, en comparacion
con las injertadas encontrando diferencia estadistica significativa. Esta disminucion
podria deberse a la falta de nutrientes en hojas (Diaz -Franco et al., 2013), este es un
factor comun asociado a la infeccion de algunos hongos fitopatdgenos ya que
destruyen o bloquean los haces vasculares de la planta impidiendo de manera libre el
flujo de agua y nutrientes de la raiz hacia la parte aérea (CRT 2005, Tlapal Bolafios et
al., 2014). Como se observa en el cuadro 7 los cambios en la eficiencia fotosintética
minima (Fo) mas evidentes fueron en los tratamientos sin injertar inoculados con
alguna de las dos cepas, no obstante, Oquist et al. (1992) menciona que el incremento
de la Fo en las plantas puede deberse a acciones regulatorias frente algun tipo de
estrés. Por otra parte, la eficiencia fotosintética maxima no se vio alterada, resultados
similares fueron observados en otras hortalizas bajo la presencia de enfermedades
(Nogués et al., 2002). Samaniego-Gaxiola et al. (2013) mencionan como las plantas de
frijol bajo ciertas condiciones de estrés no disminuyen su eficiencia fotosintética, por lo
contrario, algunas variedades tienden a elevar esta eficiencia, aun cuando no se tiene

completamente comprendido una de las razones podria deberse en un desbalance
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metabolico en la planta (Nufiez, et al., 1998). Las variables de crecimiento también se
vieron afectadas por la inoculacién de los hongos en el caso de injertos/rhizoctonia
disminuyé el peso en comparacibn de su testigo, sin embargo, fue mayor
estadisticamente que las plantas no injertadas por lo que sugiere que la técnica
funciona como un promotor de desarrollo en la planta, la diferencia observada en la
altura de los dos tratamientos control (sin inoculacion) podria deberse al retraso
ocasionado por el tiempo de pegado del injerto, sin embargo, la variable de desarrollo
mas notable fue area foliar en donde los tratamientos injertados son notablemente
superiores, lo cual tiene sentido ya que una de las propiedades de los injertos es

mejorar el desarrollo de las plantas.

5.4 Conclusiones
El portainjerto utilizado de Phaseolus coccineus no fue resistente a enfermedades
comunes del frijol (rhizoctonia y sclerotium), sin embargo, si resultdé tolerante en un
30% a ambas. Dicha tolerancia se vio reflejada en un indice de verdor mayor en
plantas injertadas comparadas con los tratamientos no injertados, un menor dafo en la
raiz, una mayor area foliar y por lo tanto un mayor peso fresco de planta. Todas estas
variables de desarrollo fueron mayores en plantas injertadas comparadas con el
tratamiento sin injertar inoculado por lo que sugiere una mejora en el desarrollo de la
planta. Es importante considerar nuevos experimentos en donde se utilicen mayor
namero de portainjertos inter o intra especificos tolerantes a enfermedades o a otros
factores. Del mismo modo el comportamiento en campo de los cultivos suele ser
diferente a los ensayos en laboratorio ya que intervienen otros factores fisicos o

biolégicos por lo que también debe de considerarse realizar ensayos futuros en campo.
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CONCLUSIONES GENERALES
La técnica de injertos en Phaseolus vulgaris L. es posible utilizando distintos tipos de
portainjertos de Phaseoluss coccineous L., sin embargo, su prendimiento,
comportamiento agronémico y rendimiento dependerd meramente de los portainjertos
utilizados, el mejor material agrondmicamente se utilizd en pruebas de resistencia a
patdgenos y aun cuando el material no fue resistente si se vio una tolerancia a dos de
los principales patégenos de frijol (Rhizoctonia y Sclerotium) mejorando variables de
desarrollo y fisiolégicas (crecimiento, produccion de biomasa, regulaciéon de la
eficiencia fotosintética minima) dando base para continuar la investigacion con distintas
variedades de ayocote. Finalmente, la semilla resultante de uno de los experimentos
mostré mejoras en la calidad fisiolégica comparada frente a semilla de plantas sin
injertar de la misma variedad y obtenidas del mismo experimento. Consideramos a este
altimo punto como uno de los mas importantes ya que aun cuando se sabe que el
mejoramiento de las semillas por medio de los injertos es posible, no existe informacion
disponible si esta mejora se mantiene a través de varias generaciones, tampoco se
sabe en qué porcentaje se da este mejoramiento hasta la finalizacion de este trabajo
solamente se conoce que parametros de germinacion y desarrollo en los primeros dias
pos emergencia son mejorados, pero resulta interesante investigar en un futuro si las

mejoras se mantienen durante el ciclo completo.
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