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RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo determinar la sensibilidad in vitro de Fusarium spp.
asociado a muerte de plantulas de Pinus radiata y Pinus patula en vivero a fungicidas de
diferente modo deaccion. Se establecid la tasa de crecimiento micelial y la dosis Efectiva 50
(EDso) para los principios activos: Fludioxonil , Hymexazol , Tiabendazol , Azoxystrobin y
Fluazinam, los cualesutilizados en dosis de 0; 0,1 ;1 ;10 y 100 ppm, Se realizé la medicién
de crecimiento micelial de Fusarium spp. cada 24 h durante 15 dias consecutivos para obtener
las variables a evaluar en doshospederos. Acto seguido se utiliz6 un disefio completo al azar
trifactorial con tres repeticiones utilizando por cada repeticion cajas Petri y la interpretacion
fue realizada mediante gréaficos de caja y bigote (box-plot). los resultados demostraron que
Fusarium spp. resulto muy sensible seglnla escala de Edgington ante Fludioxonil como
principio activo ya que gener6 el mayor efecto inhibitorio en el crecimiento micelial con la
concentracién 1 ppm en comparacion a los demas productos utilizados en este estudio,
ademas que alcanzo la menor dosis efectiva 50 (EDso) con un promedio de 0,013 mg/L con el
aislado 4 de Fusarium spp. mientras que Azoxystrobin alcanz6la denominacion de resistente
segun la escala de sensibilidad de Edgington, con un promedio 263,80 mg/L para el segundo
aislado de Fusarium spp. Por lo que se recomienda el uso de Fludioxonil en vivero resultando
una alternativa conveniente para el control de Fusarium spp. asimismo, realizar estudios de
sensibilidad diferentes a los principios activos de este estudio parael control de hongos

causantes de enfermedades en especies forestales.

Palabras Clave: < DOSIS EFECTIVAS50 (EDsp) >,<Fusarium >, <FUNGICIDAS>, < Pinus
> < PLANTULAS >, , <TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL>, < VIVERO>.
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SUMMARY

The aim of this study was to determine the in vitro sensitivity of Fusarium spp associatedwith
death of Pinus radiata and Pinus patula seedlings in nursery to fungicides with different modes
of action. The mycelial growth rate and the effective dose 50 (ED50) were established for the
active ingredients: Fludioxonil, Hymexazol, Tiabendazole, Azoxystrobin and Fluazinam,
which were used in doses of 0, 0.1, 1, 10 and 100 ppm. Themycelial growth of Fusarium spp.
was measured every 24 h during 15 consecutive days to obtain the variables to be evaluated in
two hosts. The results showed that Fusarium spp. was very sensitive according to the
Edgington scale to Fludioxonil as active ingredient, since it generated the greatest inhibitory
effect on mycelial growth with the 1ppm concentration compared to the other products used
in this study, It also reached the lowest effective dose 50 (ED50) with an average of 0.013
mg/L with isolate 4 of Fusarium spp. while Azoxystrobin reached the designation of resistant
according to the Edgington sensitivity scale, with an average of 263.80 mg/L for the second
isolate of Fusarium spp. Therefore, the use of Fludioxonil in nurseries is recommended as a
convenient alternative for the control of Fusarium spp. It is also recommended to carry out
sensitivity studies different from the active principles of this study for the control of fungi

causing diseases in forest species.

Key words: <EFFECTIVE DOSE 50 (EDso) >, <Fusarium >, <FUNGICIDES>,
<Pinus>, <PLANTULES >, <MICELLAR GROWTH RATE>, <GROWTH RATE>,
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INTRODUCCION

Los viveros forestales ofrecen multiples beneficios para la produccion y reproduccién de especies
potencialmente mercantilizadas y facilitan las tareas de los productores generando desarrollo
financiero a sus propietarios (Gobierno Auténomo Decentralizado De La Provincia Del Chimborazo, 2014, p.5).
Las plantulas que se originan en un vivero forestal estan amenazadas, durante su cultivo, por
varios inconvenientes. Algunos son de tipo nutricional o sanitario, otros son de manejo, percances

que ocurren en el cultivo o ataque de insectos, y en algunos sitios las heladas invernales (Lugano,
2011, p.1).

Las plagas y enfermedades son preocupacion constante para los administradores de los viveros
forestales que producen de forma masiva en este tipo de areas de produccion. Se debe tomar en
cuenta que debido al proceso continuo del cultivo de plantulas, aparecen enfermedades causadas
por la presencia de hongos que contaminan los sustratos o el material utilizado atacando a las
plantas en desarrollo, este problema puede resultar grave ya que puede acabar con la produccién
esperada en corto o largo plazo, ya que cuando se presenta algun tipo de sintoma en las plantulas
este se replica de forma inmediata en la poblacion cercana causando la muerte de las mismas en
vivero o cuando ya se establecen en campo generando importantes pérdidas (Landis , y otros, 1990,
p.1).

El estado sanitario de las plantas en los viveros es primordial en los procesos de
reforestacion, ya que plantas enfermas reubicadas al campo tienen menores
posibilidades de sobrevivir 'y, pueden convertirse en focos de diseminacion de
plagas y enfermedades en los planes de reforestacion. En el caso de la produccidon de las
diferentes variedades de pino se pueden observar multiples enfermedades que son causadas por
hongos en especial del género Fusarium, el damping-off causado principalmente por este hongo

segun datos llega a causar la muerte de hasta un 40% de la poblacion de plantulas en desarrollo
(Landis, y otros, 1990, p.28).

No obstante, es evidente la falta de informacion sobre este problema que agobia al pino en su
primera etapa de vida tomando en cuenta que en nuestro pais existen grandes areas reforestadas

con esta especie debido a su alto nivel de comercializacion.

Por lo que se plantea buscar una solucion a dicha problematica generando una investigacion para
establecer un método de control efectivo ante la perdida de las plantulas, utilizando muestras de

individuos atacados por esta padecimiento y posteriormente la elaboracion de un ensayo con
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cepas de Pinus radiata y Pinus patula, con el uso de fungicidas comerciales que generalmente
son utilizados en las empresas del rubro forestal para determinar cudl de estos y a que
concentracion pueden ser efectivos para el control y la prevencion de problemas ocasionados por

Fusarium spp. en las plantulas en diferentes concentraciones.

PROBLEMA

La falta de informacion de las patologias causadas por hongos que aquejan a las plantaciones de
especies forestales y el prejuicio econémico que estos ejercen han ocasionado problemas en el
rendimiento en las empresas de rubro forestal. Del mismo modo, no se dispone de informacion
sobre sensibilidad de Fusarium spp. hongo frecuentemente asociado a muerte de plantas de pino
en vivero a fungicidas con diferente modo de accion, lo que imposibilita una adecuada seleccion

de productos con demostrada eficacia.

JUSTIFICACION

Tomando en cuenta los problemas generados en la produccion de plantulas en el vivero, el estudio
agrupa toda la informacion necesaria para una decision efectiva al momento de evitar pérdidas
de los nuevos individuos que se incorporaran a las futuras plantaciones forestales en este caso
Pinus radiata y Pinus patula, disminuyendo asi posibles pérdidas econémicas de las empresas
forestales. Para ello se plantea el estudio de sensibilidad de Fusarium spp. a fungicidas con
diferentes modos de accién planteando alternativas para el control de la enfermedad y

estableciendo la mejor opcion en cuanto al manejo de este patdgeno a nivel de vivero.

OBJETIVOS

Objetivo General

* Determinar la sensibilidad in vitro de Fusarium spp. asociado a muerte de plantulas de Pinus

radiata y Pinus patula en vivero a fungicidas de diferente modo de accién.

Objetivos Especificos

* Determinar la tasa de crecimiento micelial de los diferentes aislados de Fusarium spp. frente a
los fungicidas de diferente modo de accion.
* Establecer la Dosis Efectiva 50 (EDso) de los diferentes fungicidas a los aislados de Fusarium

spp. estudiados.



HIPOTESIS

Hipotesis nula

Ninguno de los fungicidas de diferente modo de accion y dosis planteadas presentan efecto

inhibitorio sobre el crecimiento micelial de Fusarium spp.

Hipotesis alternante

Al menos uno de los fungicidas de diferente modo de accion y una de las dosis presenta efecto

inhibitorio sobre el crecimiento micelial de Fusarium spp.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Los viveros

Se entiende como vivero al conjunto de instalaciones destinadas a la produccién de plantas.
Ademas de la obtencién de material vegetativo para satisfacer la demanda de plantas de diferentes
especies logrando propagar masivamente especies Utiles al hombre (Yanes, y otros, 1997 pég. 7).

Con la produccion de plantas en estos sitios el propietario puede prevenir y controlar posibles
efectos del ataque de animales o posibles patologias que afectan a plantulas en su etapa inicial,
ya que se les proporcionan los cuidados necesarios y las condiciones propicias para mejorar su
crecimiento, con las probabilidades de sobrevivencia y adaptacion cuando se realiza el trasplante

aumentan en gran proporcién ('Yanes, y otros, 1997, p.7).

Debido a los fuertes problemas de deforestacion, a la pérdida de biodiversidad que sufre el pais y
a la gran necesidad de reforestar, los viveros pueden funcionar no s6lo como fuente productora
de plantas, sino también como sitios de investigacién donde se experimente con las especies
nativas de interés, con la finalidad de propiciar la formacion de bancos temporales de
germoplasma y plantulas de especies nativas que permitan su caracterizacion, seleccién y manejo.
Esto permitira disefiar, conocer y adecuar las técnicas mas sencillas para la propagacién masiva
de estas especies. Ademas, los viveros también podrian ser sitios de capacitacion de donde

surgieran los promotores de estas técnicas ( Yanes, y otros, 1997, p.8).

1.1.1. Importancia de los viveros forestales

Los viveros forestales son el inicio del cambio necesario para revertir la degradacion de los
recursos naturales y mejorar la calidad de vida de la poblacién también son componente crucial
del medio natural, Gtiles para la fijacion nutrimentos al suelo, prevencion de la erosién, el control
de posibles inundaciones, la regulacion del nivel de diéxido de carbono atmosférico y el reciclaje
de elementos minerales, ademas que establecen un importante elemento atemperador del clima
en zonas urbanas estos actdan regulando la humedad atmosférica y como atenuante en las
fluctuaciones de las napas freaticas y en areas donde estan ubicados, generan microclimas
favorables para el desarrollo de flora y fauna asociadas, permitiendo la conservacion de la
biodiversidad, por medio de una amplia gama de habitats y sustratos para la misma ( Oliveros, 2017

, p-22).



1.1.1.1. Enfermedades que aparecen en viveros forestales

En el proceso productivo de un vivero en diferentes ocasiones se puede observar el aparecimiento
de ciertas enfermedades por numerosos factores, las plantas enfermas generan  pérdidas
econémicas debido a que interfieren en el proceso de obtencién de plantas sanas y vigorosas
dentro de un ciclo de produccion. En los Gltimos afios, la percepcion de control de enfermedades,
entendido como el exterminio del organismo causal, fue reemplazado por el término manejo de
enfermedades. Este ultimo implica la seleccion y uso de metodologias orientadas a reducir las
enfermedades a un nivel tolerable. EI manejo de enfermedades procura regular los organismos

patdgenos y no erradicarlos (Acosta, y otros, 2008, p.2).

1.1.2. Control de plagas y enfermedades

Para que un vivero forestal genere mayores rendimientos y se evite la muerte de las plantulas
luego de haber realizado la incorporacién de estas en las areas a forestar, es importante tener en
cuenta posibles plagas o enfermedades que deben ser evitados o por lo menos proponer un control
de los agentes patogenos. Para ello es importante observar de manera continua el estado sanitario
del vivero mediante una revision exhaustiva de las camas en donde se alojan las plantas de edad
temprana, para que asi se puedan detectar futuros dafios en el establecimiento (Gobierno Auténomo

Decentralizado De La Provincia Del Chimborazo, 2014, p.5).

Hay que tomar en cuenta que plagas y posibles padecimientos no se presentan de manera
espontanea, debido a que es necesario un lapso para una posible reproduccion de un insecto u otro
tipo de vector, es por esto por lo que en ese tiempo se debe actuar de manera oportuna para

controlar o erradicar el foco de dispersion (Gémez, y otros, 2007, p.5).

1.1.3. Hongos

El damping off es causado por la presencia de hongos que infectan las plantulas y hacen que se
"humedezcan™ o colapsen y se descompongan. La humedad puede afectar a la mayoria de las
plantulas, especialmente en condiciones de mala circulacién de aire y si la semilla se siembra
demasiado espesa, es principalmente un inconveniente cuando se siembra temprano en interiores
0 bajo vidrio, pero puede afectar a las plantulas sembradas al aire libre in situ. Es especialmente
dafiina en la primavera cuando los niveles de luz y las temperaturas son bajas y las plantulas
crecen lentamente, pero puede ocurrir en cualquier época del afio (Society, 2021, parr.4). L0os géneros
Rhizoctonia, Pythium, Fusarium y eventualmente hongos como Phytophthora, Macrophomina,

Alternaria, Cylindrocarpon entre otros, son responsables también de patologias que afectan a las
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plantaciones forestales” (Gonzélez, 1993, p.9). También se han encontrado Pythium aphanidermatun,
Pythium debaryanum, Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Fusarium spp. , Alternaria spp. y
Cylindrocarpon destructans (Gonzalez y Opazo, 2002, p.11). Como medio de prevencion al ataque de
esta fitopatologia se propone desinfecciones de suelo a través de fumigantes, antes de la siembra
o0 el repique. Cuando sus efectos se muestran en las plantulas de la platabanda se necesitan
controles periddicos permanentes o de acuerdo con el momento de ocurrencia y segun sea su

ataque (Quiroz Marchant, y otros, 2009, p.15).

Si persisten los hongos en el suelo para nuevas producciones, el control debe considerar labores
culturales como la rotacion de cultivos, cuya efectividad es variable y depende de la capacidad de
los hongos de convertirse en sapréfitos durante la rotacion y de la cantidad de afios que esta
considere. A su vez, las dosis de agua aplicadas en el riego deben ajustarse a los requerimientos
reales de las plantas en cada estado de desarrollo, pues los excesos favorecen la multiplicacion y

crecimiento de los hongos (Lavanderos y Douglas; 1985a y 1985b, p.6).

Las enfermedades de la raiz en viveros de especies forestales nativas se presentan en la produccion
de plantas a raiz desnuda y a veces en produccién en bolsas, cuando se usa tierra como sustrato
(Gonzalez y Opazo, 2002, p.13). Las especies sobre las que se ha determinado patdgenos radiculares
son muy insuficientes y probablemente sélo reflejan falta de estudios. En vivero se ha observado

“pudricion café de la raiz” debida a Phytophthora cinamomi en Rauli, Roble, Coiglie y Lingue
(Quiroz Marchant, y otros, 2009,p.16).

“La “pudricion negra”, derivada de Macrophomina phaseolina se ha determinado sobre
Avraucaria, Olivillo, Peumo, Notro, Guindo Santo, Avellano, Maitén, Rauli, Coigle, Hualo, Roble,
Lingue, y Pelu” (Hinojosa, 1997;Gonzélez y Opazo, 2002, p.314). Los patégenos determinados en las
raices de plantas nativas de vivero son Phytophthora cinamomi, causante de la pudricion café y
Macrophomina phaseoli, promotor de la pudricion negra o carbonosa. En plantas de Rauli se ha
determinado Cylindrocladium scoparium (Valenzuela y Peredo, 1989, p.96), también puede

transformarse en agente de pudricion de raices (Gonzélez y Opazo, 2002, p.11).

1.2. Aporte del sector forestal a la economia del pais

Para conocer con precision el aporte del sector forestal a la economia del Ecuador, se requiere de

una valoracion de los bienes y los servicios que los ecosistemas forestales brindan. (Afazco, y otros,
2010, p.85).
Lascano, (2008: p.85) “valora la contribucién econémica anual del sector forestal a la economia

nacional incluyendo los valores de uso directo e indirecto (provision de insumos, funcién de
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sumidero, y funcién recreativa y excluyendo los valores de opcion y de existencia). Su valoracion

se desarrolla sobre la base de fuentes secundarias e investigacion directa”.

1.3. Importancia del Pino en la economia ecuatoriana

En Ecuador de las 9.599.678,7 hectareas de bosques existentes, que pertenecen al 34,7 % de la
superficie nacional, el 98,5% concierne a bosques naturales, mientras que las plantaciones
comerciales cultivadas no superan el 1,5% restante del patrimonio forestal (Grijalvaetal., 2012, p.37).
En la sierra ecuatoriana, el cultivo de pino ha ganado gran espacio, en especial en la zona norte
de la provincia de Cotopaxi. Esta especie maderable presenta gran adaptacion a las situaciones
climaticas y edéaficas existentes en la provincia. La empresa Aglomerados Cotopaxi cultiva,
principalmente, pino de las especies Pinus patula y Pinus radiata, de donde se obtienen todo tipo

de tableros, que son cotizados a nivel nacional e internacional (Toapanta, y otros, 2014, p. 94).

1.4. Pinus patula

Tabla 1-1: Descripcion taxondmica de Pinus patula.

Reino Plantae
Phyllum Pinophyta

Clase Pinopsida

Orden Pinales
Familia Pinacea
Género Pinus
Especie Pinus patula

Fuente: (Universidad Politécnica Salesciana Del Ecuador, sf)

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

1.4.1. Descripcion botanica

Arbol de tronco recto y cilindrico, pueden alcanzar de 20 a 40 m de altura y 40 a 150 cm de
didmetro posee una copa conica y corteza papiracea, escamosa y de color rojizo en la parte
superior del tallo y en las ramas (Vinueza, 2013, pérr.3).

Sus hojas en grupos de 3 y a veces 4, raramente 5 en algunos fasciculos, aciculares, delgadas,
verticalmente caidas, color verde claro brillante, con bordes finamente aserrados, flores en

inflorescencias, femeninas muy vistosas de color amarillo cremoso o anaranjado su fruto



semejante a conos largamente conicos, de 7 a9 cmy a veces hasta 12 cm, sésiles, algo encorvados,
oblicuos, puntiagudos, por lo general agrupados de 3 a 6 de semillas aladas (Vinueza, 2013, parr.5).

1.4.2. Ecologiay distribucion de la especie

Localizado en México oriental de Tamaulipas a Oaxaca. No obstante, posee una distribucion
natural muy exclusiva, el Pinus patula ha tenido éxito en sembradios industriales a través de los
tropicos y subtropicos, incluyendo el sur de Africa, el subcontinente de la India, la América del
Sur y Australia, destacandose por su buena forma, desarrollo acelerado y gran fuste. Se adapta en
la formacién bosque himedo y muy hiimedo montano bajo (bh-MB) (Vinueza, Marco, 2013, pérr.6).

1.4.2. Caracteristicas edafoclimaticas

Tabla 2- 1: Requerimientos climaticos de Pinus patula.

Altitud: 1.400 — 3.200 msnm
Precipitacion: 700 -1.200 mm
Temperatura: 12-18°C

Fuente : (Vinueza, Marco, 2013)

Realizado por :Benalcazar, S. 2021

1.5. Pinus radiata

Tabla 3-1: Descripcién taxonémica de Pinus radiata.

Reino Plantae
Phyllum Streptophyta
Clase Pinopsida
Orden Pinales
Familia Pinaceae
Género Pinus
Especie Pinus radiata

Fuente: (Conafor, sf)

Realizado por : Benalcazar, Steeven. 2021

1.5.1. Descripcion botéanica


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=58019&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock

Arbol de 13 a 33 metros de altura y un diametro normal de 30 a 60cm; cipa densa, angosta y
redondeada con corteza hundida y &spera con escamas de color café oscuro y ramas fuertes y
extendidas algo brillosas en estado tierno, hojas en grupos de 3 o de 2 en algunos fasciculos.
Amentos amarillentos y conillos mucronados de color morado, conos anchos y ovoides,

asimétricos resistentes y duran cerrados varios afios (Martinez, 1948, p.41).

1.5.2. Ecologiay distribucion de la especie

Especie originaria del suroeste de los Estados Unidos, principalmente California se introdujo en
el Ecuador en 1905 y la primera plantacion a gran escala se realiz6 en el paramo del volcan
Cotopaxi, y su uso se extendi6 a partir de 1960, es la segunda especie forestal mas plantada en la
sierra después del eucalipto, resulta frecuente encontrar arboles aislados en la ribera del rio
Yanuncay (Minga, y otros, 2016, p.61). En Ecuador se encuentra difundido en la mayor parte de la

cordillera de los andes (Vinueza, Marco, 2013, parr.5).

1.5.3 Caracteristicas edafoclimaticas

Tabla 4-1: Requerimientos Climaticos de Pinus radiata.

Altitud: 1.800 — 3.500 msnm
Precipitacion: 800 — 1.300 ms.
Temperatura: 11-17°C

Fuente: (Conafor, sf).
Realizado por : Benalcazar, Steeven. 2021

1.6. Enfermedades en pinos

1.6.1. Chancro resinoso

Enfermedad producida por Fusarium circinatum que tiene un gran alcance en coniferas ya que
se observan casos en numerosas especies, en la actualidad se considera como una enfermedad
forestal de interés ya que su control se torna complicado debido a las variaciones ambientales y

climaticas a las que puede soportar dicho hongo sea favorecido la dispersién de la enfermedad.
(Flores, 2017, p.17).



Es asi como la patologia esta presente en todos los continentes del mundo, a excepcién de la
Antértida, se reportan importantes pérdidas econdmicas en viveros, semilleros forestales,
plantaciones silvestres y comerciales de distintas especies de coniferas (Flores, 2017, p.19).
Afecta a los &rboles presentando varios sintomas que en cada caso varian con relacion a su edad
y desarrollo, cuando el arbol es adulto, en la mayoria de las ocasiones se produce la muerte no
sin antes la caida de braquiblastos, y la aparicion de chancros resinosos en sus partes ademas del
aborto de brotes, caida de conos con seca de ramas (Phytoma, 2017, parr.11).

Es considerada la patologia mas importante a nivel mundial de las coniferas, tanto silvestres como
comerciales, y no posee tratamiento curativo por lo que los esfuerzos estan centrados en el

tratamiento preventivo (Flores, 2017, p.19).

1.6.2. Enfermedad de la banda roja

Dothistroma pini, Numerosas especies de pinos son susceptibles, pero en particular lo son Pinus
radiata, P.ponderosa y P.nigra. Se identifica por la formacion inicial de manchas cloréticas
amarillentas que viran a color rojizo y que evolucionan a bandas castafio-rojizas que cercan a las
aciculas, pudiendo la base de estas permanecer verde o cortarse a nivel de las bandas. En el este
de Africa, plantaciones de Pinus radiata tuvieron que ser abandonadas debido a los severos
ataques de las hojas originados por D. pini. Afecta al follaje provocando perdida de hojas
prematura. Se presenta en plantas adultas siendo los dafios mas graves en plantas jovenes y en

plantas repicadas en vivero (Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca de Argentina, 1999, p.1).

1.6.3. Falsa banda roja de los pinos

Cyclaneusma minus Se caracteriza por la aparicion de puntos cloréticos sobre las hojas que luego
se extienden y coalescen, diferenciandose bandas castafio-rojizas sobre las aciculas totalmente
amarillentas o de color castafio-claro. Las hojas caen en forma inmediata o bien pueden perdurar
hasta el préximo afio. Los sintomas cominmente se presentan en la parte inferior de la copa sobre

las hojas de 1-2 afios (Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca de Argentina, 1999, p.1).

En la copa del arbol afectado se observa el ataque progresivo desde la parte baja siendo las hojas

mas viejas las primeras en ser afectadas (Gémez, y otros, 2007, p.51).

1.6.4. Muerte de raices en Pinus radiata
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Phythophthora cinnamomi. Los sintomas caracteristicos de la enfermedad son: presencia de
ramas secas, tejidos de la base del fuste necrosados (corticales y lefiosos) y abundante secrecion

de resina (Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca de Argentina, 1999, p.1).

1.6.5. Lophodermium camberrianum

Se lo encuentra en las aciculas muertas o en porciones muertas de aciculas vivas tanto en el haz
como en el envés. Corresponde a una fructificacion de origen sexual que es un apotecio
modificado generando al mismo tiempo clorosis y perdida de las aciculas en mayor proporcion

en la parte baja y alta de la copa arbdrea (Gémez, y otros, 2007, p.53).

1.7. Fusarium spp.

La taxonomia de las especies de Fusarium spp. siempre ha sido un tema controversial, En un
determinado momento, hubo mas de mil especies, variedades y formas nombradas sobre la base
de observaciones, con poca 0 ninguna consideracién por las caracteristicas culturales de estos
especimenes. Los metodicos de esa época generalmente no describieron la totalidad del
organismo y no hizo ningun intento de buscar semejanzas o relaciones entre hongos. La necesidad
de un preciso sistema confiable de clasificacion se hizo evidente cuando se demostrd que las
especies de Fusarium spp. causan enfermedades graves en muchas plantas. H. W. Wollenweber
paso su carrera estudiando el género Fusarium, producto de estos estudios dieron como resultado
la publicacion de Die Fusarien en colaboracion con A. Reinking. En esta publicacion, los autores
redujeron el nimero de especies, variedades y formas de Fusarium a 142 y agrupadas estos en 16

secciones (Nelson, y otros, 1994, p.481).

Los sistemas han sido propuestos por Gerlach y Nir El género Fusarium spp. es un grupo de
hongos filamentosos ampliamente distribuidos en el suelo y plantas. Debido a su capacidad de
crecer a 37°C, son considerados oportunistas. Al microscopio, la fidlide es generalmente fina, con
forma de botella; simple o ramificada; cortas o largas; monofialidica (que emergen esporas de un
poro de la fialide) o polifialidica (de varios poros). Los macroconidios presentan forma de
medialuna, hialinos y septados. Para su correcta categorizacién es importante el largo, ancho,
curvatura, septos, agrupaciones mucoides (esporodoquios) y detalles de las células de los
extremos (célula apical y pie). Los microconidios, ausentes en algunas especies, poseen variadas
formas (fusiformes, ovales, clavadas, entre otras), agrupaciones (estructuras mucoides Illamadas
“falsas cabezas”), en cadenas largas o cortas; todas observables a la lupa (40x). Otro tipo de
conidios son los mesoconidios, que son similares, pero de menor dimension que los

macroconidios y nunca forman estructuras mucoides. Por ultimo, pueden observarse las
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clamidosporas caracteristicas con doble pared gruesa, lisa o rugosa; de manera aislada, en pareja
0 en grupo, existen diferentes medios que permiten su crecimiento; entre ellos, agar papa dextrosa
(PDA), agar Sabouraud, agar Clavel (CLA), agar de Spezieller N&hrstof-farmer (SNA) y agar
avena. Los agares PDA y Sabouraud permiten observar el diametro de la colonia, morfologia y
pigmento (café, rojo, violeta, naranja, gris, blanco) difusible al medio mientras que el agar CLA,
permite observar el desarrollo de cadenas de microconidios y morfologia en detalle de

macroconidios (Tapia, y otros, 2014, p.86).

1.7.1. Taxonomia del género Fusarium spp.

El género Fusarium comprende 70 especies descritas, que a su vez estan asociadas en 12
secciones. Cada seleccidn es en realidad un conjunto de especies relacionadas entre si, y entre

ellos se encuentran algunos de los mas serios patégenos del mundo agricola (Leslie, y otros, 2006,
p.81).
Tabla 5-1: Clasificacion taxonémica de Fusarium spp.

Phyllum: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycota
Clase: Sordarimycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Fusarium

Fuente: (Leslie, y otros, 2006).

Realizado por : Benalcazar, S. 2021

1.7.2. Interaccion Fusarium spp. - planta

Los hongos del género Fusarium spp. son ampliamente conocidos alrededor del mundo, y se han
convertido en un problema serio ya que producen metabolitos toxicos que ponen en peligro la
salud de los seres humanos y de los animales. Ademas, incluye muchos patdgenos de plantas de
importancia agricola que en conjunto ocasionan enfermedades caracterizadas por marchitez,
tizones, pudriciones en cultivos ornamentales y forestales en ecosistemas agricolas y naturales
(Ma et al., 2013, péarr.4). Como otros fitopatdgenos, este hongo emplea diversas estrategias de
infeccion, asi también, la especificidad del hospedero depende de cada especie de Fusarium spp.
el hongo puede sobrevivir en el suelo como micelio 0 como esporas en ausencia de sus anfitriones,
y si se encuentra cerca una planta hospedera, la infeccion puede iniciar en las raices, en partes de

la planta por encima del suelo, a través del aire o el agua (Maet al., 2013, parr.4). Para que la infeccion
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se logre con éxito, la interaccién entre hongo-planta responde a un proceso donde se deben
movilizar diferentes conjuntos de genes para la sefializacién temprana del hospedero, la adhesion
a la superficie de este, la descomposicion enzimética de barreras fisicas, la defensa contra los
compuestos antifungicos del anfitrion, y la inactivacion y la muerte de las células huésped por
micotoxinas segregadas (Agrios, 2005, parr.4).

1.8. FUNGICIDAS

Son encargados de matar e impedir el crecimiento de hongos y sus esporas. Se utilizan para
controlar los hongos que dafian las plantas, incluidas las royas, el mildid y las plagas. También se
pueden usar para controlar el moho y los hongos en otros entornos, de igual manera, estos
compuestos funcionan de diversas formas, pero la mayoria dafian las membranas de las células
fungicas o interfieren con la produccion de energia dentro de las células flngicas ( National Pesticide

Information Center, 2019, parr.1).

1.8.1.  Fludioxonil

1.8.1.1. Identificacion

e Nombre Quimico: 4-(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-4-il) -1H-pirrol-3-carbonitrilo

e Nombre Comun: Fludioxonil

e Modo Accién: Transduccién de sefiales (Lifian, 2021, parr.1).

1.8.1.2. Sustancia activa:

Fenilpirrol con actividad fungicida por contacto, no sistémico, persistente, adecuado en
aplicaciones foliares preventivas y en tratamientos de semillas de cereales. Su estructura esta
directamente relacionada con el pirrolnitrin, producto antimicético de origen natural que es
producido como metabolito secundario por algunas bacterias del suelo como Pseudomonas.
Parece que su actuacién bioguimica estd ligada a los procesos de intercambios celulares
dependientes de la membrana. Estimula la sintesis de glicerol, compuesto que regula la presion
osmética intercelular; su presencia en exceso interfiere con los mecanismos de intercambio
celular dependientes de la membrana, en consecuencia, perturba el intercambio de materiales y
bloguea el crecimiento de las células del hongo (Lifan, 2015, p.269).

Este fungicida impide fuertemente la germinacion de las conidias, la formacion del tubo
germinativo, el crecimiento micelial y, al mismo tiempo, provoca una reduccion instantanea de la
absorcion de los aminoacidos y azlcares. Es activo contra cepas de patdgenos que han disminuido
su sensibilidad a los benzimidazoles y carboximidas. Hay una limitada traslocacion por la semilla

durante el tratamiento y la germinacion lo que permite el control de patégenos dentro de la semilla
(Lifan, 2021, pérr.2).
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1.8.2. Hymexazol

1.8.2.1. Identificacion:

Nombre Quimico: 5-metil-3-isoxazol

Nombre Comun: Hymexazol (EPA, 1SO)

Modo Accién: Metabolismo de acidos nucleicos (Fungicide Resistance Action Comittee, 2019. p.12).
1.8.2.2. Sustancia activa

Perteneciente al grupo de los Isoxasoles siendo utilizado de forma directa al suelo, para el
tratamiento y desinfeccion de semillas logrando aumentar su poder germinativo al mismo tiempo
de mejorar el sistema radical, fungistético; favorece el enraizamiento; se absorbe por las raices y
se transloca en sentido acropeto a los brotes, actda en la sintesis de ADN/ARN. Ademas, paraliza
el desarrollo micelial utilizado en: arroz, batata, berenjena, cebolla, chalote, crisantemo, fresa,
pepino, té, tomate y zanahoria, entre otros. Por otra parte, su actividad bioldgica puede durar de
3 a 4 semanas. Muestra mayor actividad cuando se aplica al suelo que en los ensayos in vitro. La
razon de este fendmeno se debe al efecto sinérgico del Hymexazol con los iones metalicos del
sulfato de hierro, nitrato de aluminio, etc. existentes en el suelo. La estimulacion del
enraizamiento del arroz es muy importante en el arroz de trasplante, también estimula el

crecimiento de la coliflor, pepino, tomate y zanahoria (Lifian, 2021, p.270)

1.11.3. Tiabendazol

1.11.3.1. Identificacion

Nombre Quimico: 2- (tiazol-4-il) benzimidazol, o bien 2- (4-tiazolil) -1 H -benzimidazol
Nombre Comun: Tiabendazol

Modo Accion: Proteinas motoras y de citoesqueleto (FRAC, 2020, p.13).

1.11.3.2. Sustancia activa:

Benzimidazol sistémico de aplicacion curativa y preventiva por contacto, de amplio campo de
accion. La absorcién estd dada por raices y hojas ademas de impedir la mitosis al unirse a la
tubulina resultando afectado el crecimiento del hongo. Su vida media en la tierra puede alcanzar
de 33 y 120 dias considerando condiciones de temperatura y humedad. Se considera altamente

persistente: 403 dias (Lifian, 2015, p.266).

1.11.4. Azoxystrobin

1.11.4.1. Identificacion:
Nombre Quimico: (E)-2-{2-[6-(2-cianofenoxi) pirimidin-4-iloxi] fenil} -3-metoxiacrilato de
metilo
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Nombre Comun: Azoxystrobin
Modo Accién: Inhibidor de la respiracién mitocondrial (Syngenta, 2021, pérr.1).

1.11.2. Sustancia activa:

Este producto es un procedente del acido -metoxiacrilico. Es un fungicida sistémico con accion
translaminar, efecto protector y curativo de traslocaciéon acrdpeta lenta, pero con distribucion
semejante por toda la hoja. Tiene una buena actividad fungicida contra ascomicetos,
basidiomicetos, deuteromicetes, entre otros. Es un enérgico inhibidor de la germinacion de
esporas y, ademas, impide el crecimiento micelar y muestra una importante actividad
antiesporulante. Los derivados del acido R-metoxiacrilico, como las estrobilurinas A y B,
oudemansina A y mixotiazol, impiden la respiracién mitocondrial. ActGa sobre la cadena de
transferencia de electrones entre los citocromos b y c¢; bloqueando y frenando la sintesis de
ATP.Diversos estudios han demostrado que estos productos se enlazan en un determinado punto
en los citocromos b. Ningln fungicida de uso corriente posee esta propiedad que elimina
resistencias cruzadas entre los R-metoxiacrilatos y otras clases de fungicidas. Controla cepas de
hongos patdgenos resistentes a los inhibidores de la 14-desmetilasa como bencimidazoles,

dicarboximidas y fenilamidas (portal tecno agricola , 2021, pérr.4).

1.11.5. Fluazinam

1.11.5.1. Identificacion:

Nombre Quimico: 3-cloro-N-[3-cloro-2,6-dinitro-4-(trifluorometil) fenil]-5- (trifluorometil)-2-
piridinamina

Nombre comun: Fluazinam

Modo Accion: Multi-sitio, interrumpe la generacién de energia dentro de las células del hongo,
asi como también disminuye la germinacién de esporas (Montanacorp, 2019, p.2).

1.11.5.2. Sustancia activa:

Es una piridinamina con actividad fungicida de amplio espectro y accion preventiva para
aplicacion foliar. Su actividad curativa es muy débil; no posee poder penetrante ni sistémico.
Actua sobre las mitocondrias interrumpiendo el proceso de produccion de energia de las células
blogueando el proceso de fosforilacion oxidativa por atraccion de los electrones fuera del circuito
respiratorio. Interfiere la germinacion de esporas, la penetracion del hongo en el vegetal, el
crecimiento del micelio y la esporulacion. No parece que genere resistencias. En el caso
de Phytophthora infestans es efectivo durante el estado de espora, de origen sexual o asexual,
impidiendo tanto su produccidon como la posterior germinacion. Mientras su actividad sobre la
germinacion de esporas es esencial para proporcionar una barrera contra la infeccion primaria, la

primera propiedad ofrece un potencial adicional en la supresion de la infeccion secundaria. En
15



ensayos de campo se ha demostrado su actividad sobre los estados de zoospora interfiriendo la

dehiscencia de zoosporangios, germinacion de las zoosporas y su movilidad (Lifian, 2021, parr.4).

1.12. Clasificacion de los fungicidas de acuerdo con el modo de accidn segun el Comité de

Accibn a la Resistencia a los Fungicidas (FRAC).

Tabla 6-1: Clasificacion de los fungicidas de acuerdo con el modo de accion segun el
Comité de Accion a la Resistencia a los Fungicidas (FRAC).
CODIGO Y
MODO DE NOMBRE DEL GRUPO NOMBRE CODIG
, PUNTO DE .
ACCION . GRUPO QUIMICO COMUN O FRAC
ACCION
E2
MAP /
Histidina
quinasa en
Traduccion la PP-fungicidas o . .
» o Fenilpirrol Fludioxonil 12
de sefiales transduccio (Fenilpirrol)
n de sefiales
osmoticas
(0s-2,
HOG1)
) A3
Metabolismo ] ]
] Sintesis de Heteroaromatico
de los 4cidos Isoxazoles Hymexazol 32
] ADN/aln S
nucleétidos
propuesto
. B1
Citoesquelet ) B1
Ensamblaje ] o
0 Ensamblaje de la Benzimidazole .
de la B- . Tiabendazol 1
2. Proteina ] R-tubulina en S
tubulina en o
motora o mitosis
mitosis
C3
Complejo I11: o o
) Fungicidas Qol Estrobilurinas . .
L citocromo ) ) Azoxistrobi
Respiracion bel (Quinona afuera Metoxi- 11
C n
o Inhibidores) acrilatos
(ubiquinol
oxidasa)
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C5 Des
acopladores

L 2.6 -Dinitro- .
Respiracion de la . Fluazinam 29
L anilinas
fosforilacio
n oxidativa

Fuente : (FRAC, 2020, p.23)
Realizado por: Benalcazar, S.2021

1.13. Resistencia a fungicidas

La resistencia fungicida, segin FRAC, se describe a una insensibilidad adquirida y heredable de
un hongo a un agente antifngico (o fungicida) especifico. Los casos de resistencia en campo
deben ser confirmados por estudios a nivel del organismo que muestren una reduccion de la
sensibilidad del aislado del hongo al fungicida especifico. EI término resistencia en campo debe
emplearse para indicar pérdida de control en condiciones de campo, debido a la presencia de una
alta proporcion de cepas resistentes en la poblacién del patégeno en campo. El desarrollo de la
resistencia a fungicidas es un proceso evolutivo. El fungicida esta ejerciendo presion de seleccion
en la poblacion del patdgeno mientras esta matando la poblacién inicial (o silvestre) pero no a la
poblacidn alterada (o mutante). El uso excesivo 0 mal uso de un modo de accion fungicida puede

acelerar significativamente estos cambios en la poblacion (FRAC, 2019, p.5).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.  Materiales y métodos

2.1.1. Caracteristica del lugar

2.1.1.1. Localizacion

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Laboratorio de GDTERRA (Grupo de
desarrollo de Tecnologias para la Reduccién y Racionalizacion de Agroquimicos) de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo.

2.1.1.2. Ubicacion geografica

Lugar: Riobamba, Chimborazo

Altitud: 2622 msnm

Coordenadas UTM

X 757775

Y:9817313

Temperatura media anual: 13, 8 °C

Precipitacion media anual: 571, 8 mm

Humedad relativa: 48,80% (Estacion Meteoroldgica de la ESPOCH)

2.1.2. Materiales y equipos

2.1.2.1. Materiales de laboratorio

Envases plasticos, Cajas Petri, Para film, Tamiz, Pipetas, Probeta, Tubos de ensayo, Vasos de
precipitacion, Papel Aluminio, Puntas de micropipeta, Calibrador electrénico.

2.1.2.2. Equipos de laboratorio

Autoclave, Camara de flujo laminar, Incubadora, Mechero de bunsen, Balanza digital

2.1.2.3. Reactivos e insumos

e  Cepas de Fusarium spp.

e  Papa dextrosa agar (PDA)

e  Fludioxonil

e  Tiabendazol

e  Hymexazol

e Azoxystrobin

e  Fluazinam

Alcohol al 70%

Agua destilada
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2.1.2.4. Materiales y Equipos de oficina
e  Computadora

e  Libreta de apuntes

e Cinta adhesiva

e  Papel toalla

e  Estilete

e Foami

. Impresora

e  Hojas de papel bond
e  Marcador de cd

e Regla

e  Tijeras

2.3. Metodologia

Para el cumplimiento del primer objetivo:

2.3.1. Aislamiento e identificacion de los hongos

Se recolectd plantulas de Pinus radiata y Pinus patula que presentaban lesiones generalmente en
el cuello y se observan amarillamiento y marchitez, del vivero de la empresa Aglomerados
Cotopaxi. Obtenidas ya las plantulas para el inicio del experimento, se realizé un lavado con agua
corriente. Acto seguido se realizd pequefios cortes de las zonas afectadas las cuales se
desinfestaron en alcohol al 70 % durante 1 min, posteriormente en hipoclorito de Na al 2% durante
2 min, seguido de tres lavados de agua destilada estéril, finalmente estos tejidos se secaron en
papel toalla estéril, y posteriormente colocados en cajas Petri con medio papa dextrosa agar
(PDA), e incubados a 25°C durante 8 dias (Anexo A).

2.3.2. Preparacion del medio de cultivo PDA con fungicidas

Una vez identificadas las colonias de acuerdo con las caracteristicas culturales y morfolégicas
como pertenecientes al género Fusarium spp. estas se purificaron mediante repicados sucesivos
en medio PDA para después realizar cultivos monospéricos. Para el desarrollo de la prueba se
utilizé medio PDA sintético marca Difco, enmendados con los diferentes principios activos de los
fungicidas en estudio. Las concentraciones utilizadas de los diferentes fungicidas en los medios
fueron:0, 0.1; 1; 10; 100 ppm con excepcion en el tratamiento de hymexazol, en el cual se usaron

las concentraciones de 0; 1; 10; 100 ppm (Anexo B).
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2.3.4. Siembra de los discos de micelio

Obtenidas las colonias fungicas se procedi6 al corte de discos miceliales con un didmetro de 5
mm con la ayuda de sorbetes plasticos esterilizados. EI procedimiento fue realizado en cada caja
Petri las cuales estaban conformadas por aislados en los hospederos Pinus patula y Pinus radiata
con dos cepas en cada caso (Anexo B).

2.3.3.  Disefio de los experimentos

Se utiliz6 un disefio completo al azar trifactorial en donde los factores fueron: FACTOR A:
fungicidas, FACTOR B: dosis de fungicidas, FACTOR C: cepas de Fusarium spp. segun
hospedero de origen (P.radiata y P.patula). Por cada tratamiento y dosis se efectuaron tres

repeticiones, y para cada repeticion se considerd una Caja Petri.
2.3.4. Recoleccién de datos

Una vez montado el ensayo, se procedio a la medicion del didmetro de cada tratamiento y
repeticion de manera horizontal y vertical cada 24 h. Tomando en cuenta que las cajas Petri
debian mantener condiciones de temperatura controladas en todo el ensayo para cada caso y que
las mediciones deben ser realizadas en un mismo horario, una vez recolectada la informacion, se
procedio a agrupar la informacion en un documento de Microsoft Excel con hojas separadas por
cada producto utilizado.

La informacidn obtenida del ensayo se clasifico en filas para su facil manejo en donde se utilizd
los siguientes parametros:

. HONGO

o FUNGICIDA

o REPETICION

o DOSIS

o TIEMPO

o DIAMETRO_VERTICAL

o DIAMETRO_HORIZONTAL

o DIAMETRO MEDIO

o INHIBICION

o INHIBICION_CORREGIDA

o AISLADO

o HOSPEDERO
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24. Variables para evaluar

2.4.1. Tasa de crecimiento micelial

Se evalud el crecimiento micelial a los 7 dias después al montaje del ensayo para lo cual fue

necesario el calculo con la siguiente formula

S . . diametro medio a las 168 horas
Crecimiento micelial =

numero de dias a las 168h

2.4.2. Inhibicién de crecimiento micelial

Se estableci6 un porcentaje de inhibicion con relacién a la dosis testigo (0 ppm) valorando el
didmetro medio que fue conseguido a las 168 h con la medicion obtenida con el calibrador
electrénico,(Anexo C) el calculo para el porcentaje de efecto inhibitorio en cada uno de los

productos utilizados fue realizado mediante la siguiente formula:

o didmetro medio * 100
% de inhibicion = 100 —

diametro medio

Para el cumplimiento del segundo objetivo:

Con los parametros completos todos los datos fueron ingresados al programa R version 4.1.1. el
cual proceso la informacion recabada mediante leguajes de programacién para su posterior
interpretacién. En este caso se utilizaron diagramas de caja y bigote (box-plot) para observar los
resultados obtenidos. Asimismo, se trabajo con las graficas de crecimiento micelial en cada una
de las concentraciones estudiadas ademas de generar los sumarios con los datos recabados para
el analisis cuantitativo de inhibicidn, crecimiento y Dosis Efectiva 50 (EDso).

Debido a la gran cantidad de informacion obtenida en el analisis de los datos, las tablas de analisis

de varianza (ANOVA) se presentaron con los resultados mas importantes obtenidos.

2.5. Dosis Efectiva 50 (EDso)

Estuvo dada por la concentracion en partes por millén (ppm) de cada principio activo en estudio

tomando en cuenta el efecto inhibitorio que genera ante Fusarium spp. en los aislados en estudio,

Fue realizado mediante el software Rstudio tomando en cuenta el crecimiento micelial del hongo

y la dosis utilizada en cada principio activo para el caso de todos los aislados mediante una
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regresion lineal. Para la separacion de las medias se utiliz6 el anélisis de varianza ANOVA y
prueba de Tuckey con los intervalos de confianza al 95% (Anexo E).
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CAPITULO 111

3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. SENSIIBILIDAD IN VITRO DE Fusarium spp. A FUNGICIDAS

Para facilitar la interpretacion de los resultados, los datos fueron agrupados tomando en cuenta el

hospedero y el aislado al que pertenecian en donde:

Tabla 1-3: Factores establecidos para la evaluacion de resultados de los datos

generados en el ensayo.

CODIGO CARACTERISTICAS HOSPEDERO
1| Aislado 1, cepa 1 de Fusarium Pinus radiata
2 | Aislado 2, cepa 2 de Fusarium Pinus radiata
3 | Aislado 1, cepa 1 de Fusarium Pinus patula
4 | Aislado 2, cepa 2 de Fusarium Pinus patula

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

3.1.1. Tasa de crecimiento micelial in vitro de Fusarium spp. en medio PDA

enmendado con Fludioxonil
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Gréfico 1-3: Tasa de crecimiento micelial in vitro de Fusarium spp. en medio PDA enmendado

con Fludioxonil.

Realizado por: Benalcazar, S. 2021
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Tabla 2-3: Andlisis de varianza de crecimiento micelial de Fusarium spp. en medio PDA

enmendado con Fludioxonil.

GRADOS SUMA DE CUADRADO | VALOR PR(>F)
DE CUADRADOS MEDIO DE F
LIBERTAD
Hospedero 1 15,10 15,11 2,44 0,12
Aislado 2 0,80 0,39 0,06 0,93
Dosis 126,50 126,50 126,46 20,48 3,53x10°
Hospedero: 1 6,00 5,97 0,96 0,33
dosis
Aislado: 2 0,20 0,10 0,20 0,98
dosis
Error 52 321,00 6,17

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

Cadigos de significancias: 0 “**** (0,001 “**’ 0,01 ‘** 0,05 “.> 0,1 <’ 1

En el caso de las interacciones no hubo efecto en la interaccion triple ni en las interacciones dobles

(Tabla 8-3), no existio efecto significativo en los factores hospedero y aislado, mientras que el

factor dosis presento evidencias significativas en el ensayo (P<0.05).

Tabla 3-3: Prueba de Tuckey al 5% para el crecimiento micelial de aislados de Fusarium

spp. en medio PDA enmendado con diferentes dosis de Fludioxonil.

DOSIS (ppm) TASA DE CRECIMIENTO (mm/dia) | GRUPOS
0 7,49 a*

0,10 2,80 b

1 1,51 b

10 1,37 b

100 0,00 b

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

La mayor tasa de crecimiento micelial fue para la dosis testigo (O ppm) con 7,49 mm mientras

que con 0,10 ppm se obtuvo una tasa de crecimiento micelial promedio de 2,80 mm siendo el

segundo valor més alto con Fludioxonil como principio activo (Tabla 9-3) (Anexo F).
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3.2.1. Crecimiento micelial in vitro (A) inhibicion (B) de Fusarium spp. en medio

PDA enmendado con Fludioxonil
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Grafico 2 -3: Crecimiento micelial in vitro de Fusarium spp. en medio PDA enmendado con Fludioxonil en diferentes tiempos a partir del inicio del ensayo.

Realizado por: Benalcazar, S. 2021
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Para el caso del crecimiento se determin6 que los diferentes aislados en la dosis control (0 ppm)
mostraron desarrollo de manera diferente siendo el aislado 3 con hospedero Pinus patula el que
generé mayor crecimiento en comparacion a los otros en analisis, con 192 h de ensayo el

crecimiento de los aislados empez6 a aproximarse hasta el final del estudio.

Las dosis 10 y 100 ppm no permitieron crecimiento micelial en las primeras 120 h. A partir de
ello se observd un ligero cambio en el crecimiento de Fusarium spp. en todos los aislados, el
crecimiento micelial para el segundo aislado de control resulté superior de manera consecutiva
hasta las 144 h de ensayo con un promedio de crecimiento de 29,91 = 4,00 mm. Mientras que en
las concentraciones superiores determinaron menores crecimientos de Fusarium spp. en todos los

aislados en analisis (Gréfico 2-3).

Las concentraciones 1, 10 y 100 ppm mostraron efecto inhibitorio semejante ya que en todas las
h de estudio se presentaron similares valores en los aislados en analisis, a excepcion del primer
aislado correspondiente a Pinus radiata siendo el de mayor efecto inhibitorio, con 288 h empezé
a mostrar crecimiento con un promedio de 1,43 = 2,48 mm. Es importante mencionar que en el
caso de la dosis 1y 10 ppm se alcanzaron valores muy similares en todo el ensayo tomando en
cuenta que a las 168 h el crecimiento es de 10,15 + 1,81y 9,48 £2,44 mm para el primer aislado

mientras que las demas variables en estudio se muestran datos a la par (Grafico 2-3).

Se present6 altos porcentajes de inhibicion en las diferentes dosis y en todas las variables en
estudio, a las 216 h de ensayo para el tercer aislado con la concentracion de 100 ppm se obtuvo
un promedio de 89,98 + 3,06% de inhibicion hasta llegar al 100% al final del experimento
(Gréafico 3-3).

Con la concentracion 1 y 10 ppm tomando en cuenta el mismo aislado en el tiempo anteriormente

establecido se mostr6 un 76,24% para el primer caso y un promedio de 84,00 + 3,16 % con la

segunda concentracion respectivamente (Gréafico 3-3).
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3.2.2. Calculo de la EDsy del principio activo Fludioxonil
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Gréfico 4-3: EDs para Fusarium spp. En medio enmendado con Fludioxonil.
Realizado por: Benalcazar, S. 2021

Fludioxonil mostré los valores méas bajos de todo el ensayo, con los datos ordenados de manera
ascendente se determiné que la EDso (Dosis Efectiva 50) alcanz6 los menores valores desde el
aislado 4, en segundo lugar, el aislado 1, posteriormente el aislado 2 y finalmente el aislado 3

(Gréfico 4-3).

El aislado 4 correspondiente a Pinus patula obtuvo un valor de 0,137 + 0,146 mg/L mientras que

el mayor fue el aislado 3 con el hospedero Pinus patula con 0.156 + 0.144 mg/L.

Tabla 4-3: Analisis de varianza para EDso en medio PDA enmendado con Fludioxonil.

GRADOS DE SUMA DE CUADRADO VALOR DE | PR(>F)
LIBERTAD CUADRADOS MEDIO F
Aislado 3 0,02 0,01 1,43 0,31
Error 7 0,04 0,01
Total 10 0,07

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

El andlisis de varianza no mostro efecto del aislado (P>0,05) en la EDso del principio activo

Fludioxonil (Tabla 10-3). La mayor EDsq correspondio al aislado 3 con una EDs promedio de
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13,88 +-9,03 ppm y la menor EDs, correspondié al aislado 4 con un valor de 38,92 + 33,06 ppm
(Gréfico 4-3).

3.2.3. Dosis Efectiva 50 (EDso) del principio activo fludioxonil sobre Fusarium spp.

Para la clasificacion de sensibilidad de Fusarium spp. ante los principios activos en estudio se
utilizo la escala propuesta por Edgington et al. (1971).

Tabla 5-3: Dosis Efectiva 50 (EDso) de Fludioxonil sobre Fusarium spp.

Aislado Promedio Desviacion  Escalade EDsy  Sensibilidad del
(mg/L) estandar hongo
ler aislado 0,051 0,003 <1 Muy sensible
2do aislado 0.061 0,056 <1 Muy sensible
3er aislado 0.156 0.144 <1 Muy sensible
4to aislado 0.013 0.014 <1 Muy sensible

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

3.3. Tasa de crecimiento micelial in vitro de Fusarium spp. en medio PDA enmendado con

Tiabendazol.
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Gréfico 5-3: Crecimiento micelial in vitro de Fusarium spp. en medio PDA enmendado con

Tiabendazol.

Realizado por: Benalcazar, S. 2021
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Se observo que en las dosis 0 y 0,1 ppm se presentaron variaciones significativas en cuanto a los
datos obtenidos. Siendo el aislado uno perteneciente al hospedero Pinus radiata el de menor valor
con una EDsp de 42,72+19,97 mm y el hospedero con mayor valor el aislado 3 correspondiente a
Pinus patula con un valor de EDsy 49,04+21,43 mm (Grafico 5-3).

En la dosis 1 ppm se observo que los 3 primeros aislados presentaron similitud puesto a que estos
alcanzaron valores de crecimiento cercanos, caso contrario del aislado 4 con el hospedero Pinus
patula que mostrd un valor mayor a los demas con 40,79+18,90 mm(Grafico 5-3).

Posterior a ello se pudo determinar que la concentraciéon 10 ppm presento crecimientos menores
en un maximo de 13,77 mm para el aislado 3 de Fusarium spp. correspondiente a Pinus patula.,

mientras que la dosis 100 ppm no presenté crecimiento en ningun caso (Anexo F).

Tabla 6-3: Andlisis de varianza de crecimiento micelial de Fusarium spp. en medio PDA

enmendados con Tiabendazol.

GRADOS DE SUMADE | CUADRADO | VALOR [ PR(>F)
LIBERTAD CUADRADOS MEDIO DE F

Hospedero 1 0,60 0,60 0,09 0,75

Aislado 2 0,77 0,38 0,06 0,93

Dosis 1 263,71 263,91 43,60 | 2,12x10°

8xkkk

Hospedero: 1 0,18 0,18 0,03 0,86
Dosis

Aislado 2 0,25 0,13 0,02 0,98
Dosis

Error 52 314,74 6,05

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

Cddigos de significancias: 0 “***’ (0,001 “** 0,01 ‘** 0,05 *.” 0,1 1

Ninguna interaccion presentd evidencias significativas para el caso del ensayo con el principio
activo Tiabendazol. Se observé que los factores hospedero y aislado no presentaron efecto
significativo, mientras que el factor dosis presento un valor de 2,12x10° por lo que este resultado

afirmo que existen diferencias significativas siendo (P<0,05).
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Tabla 7-3: Prueba de Tuckey al 5% para el crecimiento micelial de aislados de Fusarium
spp. en medio PDA enmendado con diferentes dosis de Tiabendazol.

DOSIS (ppm) TASA DE CRECIMIENTO(mm/dia) | GRUPOS
0 6,70 a*

0,1 6,10 a

1 6,00 a

10 0,00 b

100 0,00 b

Los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes.

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

Se mostré valores superiores en la tasa de crecimiento micelial en el testigo (O ppm) con
crecimiento promedio de 6,70 mm/dia y las concentraciones, 0,1y 1 ppm los cuales alcanzaron
valores de 6,10 y 6 mm respectivamente. Las concentraciones anteriormente mencionadas tienen
valores estadisticamente similares a la dosis (0 ppm).
El crecimiento micelial para la dosis 0,1 ppm fue 6,10 mm/dia con Tiabendazol como principio

activo, mientras que en concentraciones mayores se muestran valores de 0 mm/dia(Tabla 13-3).

3.3.1. Crecimiento micelial in vitro (A) inhibicién (B) de Fusarium spp. en medio PDA

enmendado con Tiabendazol
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Se observo que el efecto de la dosis control, 0,1 y 1 ppm gener6 datos cercanos en cuanto al
crecimiento micelial de Fusarium spp. Hasta las 240 h del ensayo, la concentracion 0,1 ppm
presentd menores variaciones en el desarrollo de los aislados en todo el ensayo, es asi como a las
120 h se presentd un crecimiento de 20,05 + 2,55 mm con el aislado 1 correspondiente a Pinus
radiata, 17,86+ 6,95 mm en el aislado 2 y para los restantes se observé un mayor crecimiento
con 252 %+ 6,60 mm con el tercer aislado y 38,35 = 9,26 mm en el Gltimo
respectivamente(Grafico 6-3). Con el fin del ensayo se obtuvo un crecimiento micelial con la
concentracion 1 ppm, para el segundo aislado de 57,95 + 9,88 mm y siendo el menor 62,5 +6,39
mm para el ultimo aislado en estudio (Gréafico 6-3).

Mientras tanto en las concentraciones 10 y 100 ppm se presenté mayor efecto inhibitorio en el
transcurso del ensayo, con la concentracion 10 ppm Fusarium spp. no mostré crecimiento hasta
las 192 h posteriores al montaje del estudio (Grafico 7-3). Posterior a este tiempo el aislado 3
correspondiente a Pinus radiata presentd crecimiento que determiné efecto inhibitorio en las
mismas condiciones con la concentracion anteriormente mencionada el cual alcanzé un valor de
24,21 + 20,99 % .

En el caso del segundo aislado en el mismo momento se mostré inhibicion de un 10,73 + 18,59
% respectivamente (Gréafico 7-3).

La concentracion 100 ppm obtuvo efecto inhibitorio de hasta un 100 % en todos los aislados

hasta el cierre del ensayo (Gréfico 7-3).

3.3.2. Calculo de la Dosis Efectiva 50 (EDso) del principio activo Tiabendazol.
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Gréfico 8-3: EDso para Fusarium spp. en medio PDA enmendado con Tiabendazol.

Realizado por: Benalcazar, S. 2021
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Para la Dosis Efectiva 50 (EDsp) con Tiabendazol se pudo determinar valores superiores siendo
el aislado 4 el de mayor proporcion, alcanzando 3,086 +0,21 mg/L seguido del aislado uno,
mientras que el aislado con menor Dosis Efectiva 50 resulto el aislado 2 referente al hospedero

Pinus patula 1,58 £ 0,17 mg/L (Anexo E).

Tabla 8-3: Analisis de varianza para EDso en medio PDA enmendado con Tiabendazol

GRADOS DE SUMADE | CUADRADO | VALOR | PR(>F)
LIBERTAD CUADRADOS MEDIO DE F
Tratamiento 3 10,81 3,60 9,26 0,01
Error 8 3,11 0,38
Total 11 13,93

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

El analisis de varianza no mostr6 efecto del aislado (P>0,05) en la EDso del principio activo
Tiabendazol (Tabla 14-3). La mayor EDsy pertenecid al aislado 4 con una EDso promedio de
3,869 0,21 mg/L y la menor EDsq correspondié al aislado 2 con un valor de 1,585 + 0,178 mg/L
(Gréfico 8-3).

3.3.3. Dosis Efectiva 50 (EDso) del principio activo Tiabendazol sobre Fusarium spp.

Tabla 9-3: Dosis efectiva 50 (EDso) de Tiabendazol sobre Fusarium spp.

Aislado Promedio Desviacion  Escalade EDsy  Sensibilidad del
(mg/L) estandar hongo

ler aislado 3,286 1,215 1a10 Moderadamente
sensible

2do aislado 1,585 0,178 1a10 Moderadamente
sensible

3er aislado 1,887 0,078 1a10 Moderadamente
sensible

4to aislado 3,869 0,210 1a10 Moderadamente
sensible

Realizado por: Benalcazar, S. 2021
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3.4. Tasa de crecimiento micelial in vitro de Fusarium spp. en medio PDA

enmendado con Hymexazol.
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Grafico 9-3 Tasa de crecimiento micelial in vitro de Fusarium spp. en medio PDA enmendado

con Hymexazol.

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

Mediante el andlisis del grafico realizado, se determiné que todos los aislados con la dosis 0 ppm
mostraron crecimientos cercanos en el tiempo del ensayo. En este caso se observé que el aislado
3 correspondiente a Pinus patula alcanzo crecimiento mayor en comparacion a los anteriores con
5,43 mm/dia.

Con el analisis de la dosis 1 ppm se determin6 que el aislado 2 alcanzé crecimiento superior a los
otros casos en observacion con promedio de 7,13 mm a diferencia del aislado 4 que en las mismas

condiciones logré 4,75 mm/dia de crecimiento (Gréfico 9-3).

Se observo que para el caso de la concentracién antes mencionada y a 10 ppm los aislados
presentaron crecimientos irregulares con el uso de Hymexazol, siendo asi que el aislado 4 generd
una variacion notoria a 10 ppm de concentracidn, indicando un promedio de crecimiento de 3,45
mm/dia, a diferencia de la mayor concentracién que mostrd datos aproximados en cuanto a su
desarrollo poniendo énfasis en el tercer aislado, el cual resultd ser el menor con un valor
aproximado de 1,22 mm/dia (Grafico 9-3).
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Tabla 10-3: Anélisis de varianza de crecimiento micelial de Fusarium spp. en medio PDA

enmendado con Hymexazol

GRADOS DE SUMA DE CUADRADO F PR(>F)
LIBERTAD CUADRADOS MEDIO VALOR

Hospedero 1 0,01 0,01 0,00 0,95

Aislado 2 0,29 0,14 0,04 0,96

Dosis 1 143,08 143,08 39,79 | 9,18x10°

8kkk

Hospedero: 1 0,15 0,15 0,04 0,82
Dosis

Aislado: 2 1,79 0,89 0,24 0,78
Dosis

Error 48 168,98 3,60

Realizado por: Benalcazar, S. 2021
Cadigos de significancias: 0 “**** (0,001 “**’ 0,01 ‘** 0,05 “.> 0,1 < 1

Realizando los contrastes al nivel de significacion del 5%, se determind que existio efecto
significativo Unicamente en el factor dosis ya que el P valor fue 9,18x10°® por lo que P<0.05,

las interacciones no presentaron diferencias significativas (Tabla 16-3).

Tabla 11-3: Prueba de Tuckey al 5% para el crecimiento micelial de aislados de Fusarium

spp. en medio PDA enmendado con diferentes dosis de Hymexazol

DOSIS (ppm) TASA DE CRECIMIENTO (mnvdia) | GRUPOS
0 5,22 a

1 5,46 a

10 4,97 a

100 1,33 b

*Los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes.

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

Se observo efecto inhibitorio con la concentracién 100 ppm de Hymexazol en los aislados.
La mayor tasa de crecimiento micelial fue para la dosis 1 ppm tomando en cuenta que el control

(0 ppm) alcanzé 5,22 mm/dia de crecimiento mientras que la dosis 100 ppm obtuvo una tasa de
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crecimiento micelial promedio de 5,46 mm/dia para Hymexazol como principio activo (Tabla
17-3).

3.4.1. Crecimiento micelial in vitro (A) inhibicion (B) de Fusarium spp. en medio PDA
enmendado con Tiabendazol
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Gréfico 10-3: Crecimiento micelial in vitro de Fusarium spp. en medio PDA enmendado con Hymexazol a diferentes tiempos a partir del inicio del ensayo.

Realizado por: Benalcazar, S. 2021
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Con el anélisis del gréfico obtenido se comprobd que se produjo un importante crecimiento
micelial hasta con la concentracion de 10 ppm en todos los aislados. En las primeras 96 h de
montado el ensayo se pudo observar que los valores de los aislados son uniformes, a partir de ese
tiempo el desarrollo varié en cada uno de ellos indistintamente.

Los datos obtenidos en las distintas horas de la toma de datos mostraron crecimientos cercanos
en las dosis suministradas a excepcion de 100 ppm que exhibié un ligero decremento en el
desarrollo de Fusarium spp. a partir de las 216 h se observé que el aislado 2 correspondiente a
Pinus radiata obtuvo el valor mas alto de crecimiento con la concentracion 1 ppm, es asi como
con el tiempo anteriormente mencionado el aislado alcanz6 un valor promedio de 62,58 + 13,04
mm mientras que el aislado 4 también correspondiente al mismo hospedero consiguié 42,36 +
2,52 mm (Grafico 10-3).

Resultd interesante observar que el aislado 4 alcanz6 los mas altos valores de crecimiento en las
concentraciones mas altas desde las 288 h hasta el final del ensayo, es asi que con la
concentracion 10 ppm en el tiempo mencionado se logré un crecimiento de 67,81 £12,78 mm
mientras que con la dosis de 100 ppm se obtuvo 25,05 + 6,96 mm (Grafico 10-3).

Por otra parte, en la inhibicion se observo que el aislado 3 correspondiente al hospedero Pinus
patula obtuvo los valores mas bajos de inhibicion con la concentracion 10 ppm es asi como a
las 168 h de ensayo se alcanzd un 33,33 + 57,73% de inhibicién mientras que, en las mismas
condiciones, pero con 1 ppm se logré 19,37 £ 17,76 % (Gréafico 11-3).

3.4.2. Célculo de la Dosis Efectiva 50 (EDso) segun el principio activo Hymexazol

80 -
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Gréfico 12-3: EDs para Fusarium spp. en medio enmendado con Hymexazol.

Realizado por: Benalcazar, S. 2021
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Para el caso de Hymexazol el primer aislado obtuvo el menor valor en cuanto a la EDsg (Dosis
efectiva 50) alcanzando un 29,65 *+ 45,94 mg/L a diferencia del aislado 3 con el hospedero Pinus
patula el cual obtuvo un valor de 50,72 £24,05 mg/L.

La concentracion de la Dosis Efectiva 50 (EDso) para el caso del principio activo hymexazol
presentd valores superiores a comparacion de los ensayos anteriores por lo que se consider6 un

efecto inhibitorio menor ante Fludioxonil y Tiabendazol.

Tabla 12-3: Anélisis de varianza EDs, en medio PDA enmendado con Hymexazol

GRADOS DE SUMA DE CUADRADO | VALOR | PR(>F)
LIBERTAD CUADRADOS MEDIO DE F
Tratamiento 3 1900,81 633,60 0,66 0,59
Error 8 7663,60 957,91
Total 11 9564,15

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

El analisis de varianza no mostro efecto del aislado (P>0,05) en la EDso del principio activo
Hymexazol (Tabla 18-3). La mayor EDsqcorrespondio al aislado 3 con una EDsy promedio de
5072 +£24,05 mg/L, mientras que la menor EDso correspondié al aislado 1 con un valor de 29,65
+ 45,94 mg/L (Gréfico 12-3).

3.4.3. Dosis efectiva 50 (EDsp) del principio activo Hymexazol sobre Fusarium spp.

Tabla 13-3: Dosis Efectiva 50 (EDso) de Hymexazol sobre Fusarium spp.

Aislado Promedio Desviacion  Escalade EDsy  Sensibilidad del
(mg/L) estandar hongo
ler aislado 29,644 45,943 > 50 Resistente
2do aislado 16,373 6,987 > 50 Resistente
3er aislado 50,724 24,057 > 50 Resistente
4to aislado 38,923 33,065 > 50 Resistente

Realizado por: Benalcazar, S. 2021
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3.5. Tasa de crecimiento micelial in vitro de Fusarium spp. en medio PDA enmendado
con Azoxystrobin
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Gréafico 13-3: Crecimiento micelial in vitro de Fusarium spp. en medio enmendado con

Azoxystrobin.

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

En comparacion con los productos de los ensayos anteriores se observd que el crecimiento
micelial de Fusarium spp. con el uso de Azoxystrobin no afect6é considerablemente el desarrollo,

puesto a gue se presentd un crecimiento notorio en todas las concentraciones utilizadas.

Con la concentracién 0 ppm el aislado 1 perteneciente al hospedero Pinus radiata obtuvo un
crecimiento micelial superior en comparacion a las otras variables en estudio con un promedio de
42 51+23,90 mm.

Para la dosis 0.1 ppm se comprob6 que el aislado 3 Pinus patula correspondiente al hospedero
anterior consiguid el valor mas alto con 43,46 + 20,23mm, mostrando una tendencia de menor
crecimiento para las concentraciones mayores, siendo el aislado 4 correspondiente a Pinus patula
el que presentd menores crecimientos en las dosis 1, 10 y 100 ppm respectivamente, caso contrario
el aislado 2 correspondiente a Pinus radiata adquiri6 mayores crecimientos en las dosis

anteriormente mencionadas.

Tomando como referencia la Gltima dosis se encontré que el aislado 2 crecié 29,24+19,53 mm

mientras que el aislado 4 logr6 un crecimiento de 27,39+17,73 mm respectivamente (Anexo F).
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Tabla 14-3: Anélisis de varianza de crecimiento micelial de Fusarium spp. con el principio

activo Azoxystrobin

GRADOS DE SUMA DE CUADRADO F PR(>F)
LIBERTAD CUADRADOS MEDIO VALOR

Hospedero 1 0,07 0,07 0,08 0,76

Aislado 2 0,43 0,22 0,26 0,76

Dosis 1 42,52 42,07 51,90 | 2,33x10

8xkxk

Hospedero: 1 0,05 0,05 0,06 0,80
Dosis

Aislado: 2 0,79 0,40 0,48 0,61
Dosis

Error 52 42,60 0,82

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

Cadigos de significancias: 0 “**** (0,001 “**’ 0,01 ‘** 0,05 “.> 0,1 <’ 1

Los factores hospedero y aislado no presentaron diferencias estadisticamente significativas, para

el caso del factor dosis se pudo determinar evidencias significativas en el ensayo debido a que

alcanzo 2,33x10®por lo que P < 0,05. No se encontro efecto significativo en la interaccion triple

ni en las interacciones dobles(Tabla 20-3).

Tabla 15-3: Prueba de Tuckey al 5% para el crecimiento micelial de aislados de Fusarium

spp. en medio PDA enmendado con diferentes dosis de Azoxystrobin.

DOSIS(ppm) | TASA DE CRECIMIENTO (mmvdia) GRUPOS
0 5,97 a*

0,1 5,91 ab

1 4,90 bc

10 3,9 cd

100 3,23 d

*Los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Realizado por: Benalcazar, S. 2021

Se observd datos estadisticamente diferentes en cada una de las dosis en estudio (Tabla 21-3) en
donde la mayor tasa de crecimiento en comparacion al control fue 0,1 ppm con 5,91 mm/dia
mientras que la dosis testigo alcanz6 5,97 mm/dia, la concentracion 100 ppm logré un promedio
de 3,23 mm/dia ademas que la concentracion 10 ppm fue estadisticamente similar ya que su tasa

de crecimiento también fue baja con Azoxystrobin como principio activo.

3.5.1. Crecimiento micelial in vitro (A) inhibicién (B) de Fusarium spp. en medio PDA

enmendado con Azoxistrobin
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Gréfico 14-3: Crecimiento micelial in vitro de Fusarium spp. en medios enmendado con Azoxystrobin en diferentes tiempos a partir del inicio del ensayo

Realizado por: Benalcazar, S. 2021
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Grafico 15-3: Inhibicion de Fusarium spp. en medio PDA enmendado con Azoxystrobin en diferentes tiempos a partir del inicio del ensayo

Realizado por: Benalcazar, S. 2021
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Azoxystrobin no gener6 mayores diferencias durante las primeras 96 h del inicio del ensayo segun
el gréafico analizado en el caso de todas las concentraciones utilizadas. Con 144 h se encontré que
la concentracion 10 y 100 ppm mostr6 valores de crecimiento similares en los aislados siendo el
tercer aislado en el caso de la concentracién 10 ppmy el tercero en la concentracién 100 ppm los
que alcanzaron valores altos en cuanto al crecimiento micelial de Fusarium spp. con 24,41 + 1,88
mm en 10 ppmy 24,36 +1,71 con 100 ppm respectivamente(Gréafico 14-3).

A las 288 h el aislado 2 a una concentracion de 1 ppm mostr6 un crecimiento de 50,05 + 17,35
mm resultando muy semejante al control con iguales condiciones obteniendo un valor de 61,28
+ 2,67 mm. Poniendo en consideracion estos resultados puestos a que no se presentan diferencias
significativas (Grafico 14-3).

Analizando el grafico de inhibicion se determiné qué en todos los casos el aislado 4
correspondiente al hospedero Pinus patula presenté mayor efecto inhibitorio con el uso de
azoxystrobin como principio activo, pero se presentd mayor crecimiento a comparacion de los
productos ya estudiados.

El aislado 3 por otra parte, alcanzé efecto inhibitorio considerable ya que solo fue superado por
el aislado anteriormente mencionado, se observo que en la concentracién 1 ppm para el primer
caso fue inhibido 31,84 + 9,87 % mientras que con el aislado 4 fue inhibido 80,16 + 33,36 %.

3.5.2. Célculo de la Dosis efectiva 50 (EDso) segun el principio activo Azoxystrobin
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Gréfico 16-3:EDs para Fusarium spp. en medio enmendado con Azoxystrobin.

Realizado por: Benalcazar, S. 2021
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Se not6 valores altos como resultado de la EDsp para el caso de Azoxystrobin. El aislado 2
referente al hospedero Pinus radiata logro el maximo promedio para este caso con un valor de
263,80 + 198,32 mg/L se observé también que los valores de este aislado en cuestion en algunos
300 ppm.
Mientras que para el caso del aislado 4 con Pinus patula se obtuvo 49,76 +14,41 mg/L por lo que

Ccasos superaron los

el efecto inhibitorio para este caso se consideré menor.

Tabla 16-3: Anélisis de varianza de la EDsq con el principio activo Azoxystrobin

GRADOS DE SUMA DE CUADRADO | VALOR | PR(>F)
LIBERTAD CUADRADOS MEDIO DE F
Tratamiento 3 88888 29629 2,77 0,11
Error 8 88586 11073
Total 11 177454

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

El analisis de varianza no mostr6 efecto del aislado (P>0,05) en la EDso del principio activo
azoxystrobin (Tabla 22-3), en donde la mayor EDsy fue dada por el segundo aislado con un
promedio de 263,80 + 198,32 mg/L mientras que la menor EDsy estuvo dada por el aislado 4

que alcanzé un promedio de 49,76 +14,41 mg/L.

3.5.3.
Tabla 17-3: Dosis Efectiva 50 (EDso) de Azoxystrobin sobre Fusarium spp.

Dosis Efectiva 50 (EDso) del principio activo Azoxystrobin sobre Fusarium spp.

Aislado Promedio Desviacion  Escalade EDsy  Sensibilidad del
(mg/L) estandar hongo
ler aislado 59,816 16,990 > 50 Resistente
2do aislado 263,801 198,325 > 50 Resistente
3er aislado 99,810 66,872 > 50 Resistente
4to aislado 49,768 14,141 > 50 Resistente

Realizado por: Benalcazar, S. 2021
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3.6. Tasa de crecimiento micelial in vitro de Fusarium spp. en medio PDA enmendado con

Fluazinam
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Grafico 17-3: Crecimiento micelial in vitro de Fusarium spp. En medio PDA enmendado con

Fluazinam.

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

Con el analisis del mencionado principio activo en estudio se determiné que las concentraciones
mayores generaron un menor desarrollo en cada uno de los aislados en estudio, siendo asi que en
el control y con el analisis del aislado 4 se observé una tasa de crecimiento promedio de 6,47 +
0,68 mm/dia siendo relativamente superior a los demas aislados en estudio, esta tendencia se
repite hasta la concentracién de 10 ppm obteniendo un valor de 2,83 + 0,37 mm/dia, siendo
también un valor superior en comparacién de las diferentes variables.

Los aislados presentaron crecimientos parecidos a medida que las concentraciones aumentaron,
es asi como en la dosis 0 y 0,1 ppm se mostraron datos alejados en cada uno de los aislados
mientras gue con el aumento de la concentracion el crecimiento se fue asemejando en cada uno
de los casos en estudio.

Para el caso de la concentracion de 100 ppm se visualizé que el aislado 3 correspondiente al
hospedero Pinus patula alcanz6 el menor valor en cuanto a la tasa de crecimiento con un promedio
de 1,34 + 0,42 mm/dia.
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Tabla 18-3: Anélisis de varianza de crecimiento micelial de Fusarium spp. en medio PDA

enmendado con Fluazinam.

GRADOS DE SUMA DE CUADRADO F PR(>F)
LIBERTAD CUADRADOS MEDIO VALOR
Hospedero 1 0,43 0,43 0,25 0,61
Aislado 2 2,09 1,04 0,60 0,54
Dosis 1 71,47 71,47 41,71 | 4,97x10°
8kkk
Hospedero: 1 0,03 0,03 0,01 0,89
Dosis
Aislado 2 1,02 0,51 0,29 0,74
Dosis
Error 48 82,24 1,71

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

Cadigos de significancias: 0 “**** (0,001 “**’ 0,01 “** 0,05 > 0,1 “’ 1

Ninguna interaccion presento evidencias significativas para el caso del ensayo con el mencionado
principio activo. El factor dosis presentd un valor de 4,97x10® por lo que este resultado se

determino que existen diferencias significativas siendo (P<0,05) (Tabla 24-3).

Tabla 19-3: Prueba de Tuckey al 5% para el crecimiento micelial de aislados de Fusarium

spp. en medio PDA enmendado con diferentes dosis de Fluazinam.

DOSIS (ppm) | TASA DE CRECIMIENTO(mm/dia) | GRUPOS
0 5,93 a*

0,1 5,49 a

1 3,10 b

10 2,78 b

100 1,68 b

Realizado por: Benalcézar, S. 2021

Se observo que las concentraciones 1,10 y 100 ppm son significativas estadisticamente ya que
presentaron las menores tasas de crecimiento micelial, en donde la mayor tasa de crecimiento
micelial fue para la concentracién 0,1 ppm con un promedio de 5,49 mm/dia tomando en cuenta
que el control alcanz6 una tasa de crecimiento de 5,93 mm/dia, mientras que el valor més bajo

esta dado por la concentracion 100 ppm la cual alcanzé 1,68 mm/dia de promedio (Tabla 25-3).
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3.6.1. Crecimiento micelial in vitro (A) inhibicion (B) de Fusarium spp. en medios

enmendados con Fluazinam

53



80 -
40 - i
— = e ~TT —— - = i —
o - S I S I
120 144 168 192
120 -
g 80 -
E +-
O 407 e L BT = - e y —ue
= ¥ e L T — e - - D e =~ AISLADO
o - = = Emo
2 216 240 264 288 Bl
&5 120 - a -
s e 4
O 50—
LLI * == -]
= o1 o $ -
% a- B Hey - B **H .T.E:I ﬁw -
* -
q =akn e == e ey EF_
o ' ' ' ' '
312 336 360 o oA 1 10 100
120 -
] Ii#.p a*"'ﬁ BT LT B o E *
By B .
40 - By n
o- , , , , , , , , , , , , , ,
o 0 1 10 100 o 0 1 10 100 o 0.1 1 10 100

DOSsIsS FLUAZINAM{mMg/L)

Grafico 18-3: Crecimiento micelial in vitro de Fusarium spp. en medio PDA enmendado con Fluazinam en diferentes tiempos a partir del inicio del ensayo.

Realizado por: Benalcazar, S. 2021
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Mediante el andlisis y la interpretacion de las graficas realizadas se determinG menores
crecimientos en las horas proximas al final del ensayo de manera que las concentraciones también
iban en aumento, sin embargo; se observd que en las concentraciones mayores el crecimiento
empez0 a presentarse de manera notoria a partir de las 120 h de ensayo.

Para la concentracion 10 ppm el aislado 1 mostr6 un crecimiento de 1,55 * 1,92 mm mientras
que el tercer aislado 10,01 + 0,59 mm. Respectivamente mientras que con la concentracion de
100 ppm los 3 aislados mostraron un crecimiento a la par de 8,1 + 0,55 mm siendo el aislado 4
el que presentd menor crecimiento micelial de Fusarium spp. con un valor de 6,48 + 0,58 mm
(Gréfico 18-3). Con la concentracion 0,1 ppm se alcanzaron valores similares a la dosis control
(0 ppm) analizando en el tiempo medio del ensayo, es decir, las 168 h con la dosis propuesta, se
analizo el segundo aislado correspondiente a Pinus patula el cual alcanz6 un valor de 42,95 +
0,63 mm. Mientras que tomando en cuenta las mismas condiciones en el control se alcanz6 41,85
+ 0,77 mm (Gréfico 18-3).

Por lo tanto, el porcentaje de inhibicién con el uso de Fluazinam fue ascendente a medida que las
concentraciones aumentaron siendo la dosis 0,1 ppm la menor obtenida en todos los tiempos

analizados (Grafico 19-3).

3.6.2. Calculo de la Dosis efectiva 50 (EDso) segun el principio activo Fluazinam
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Gréfico 20-3: EDsp para Fusarium spp. en medio enmendado con Fluazinam.
Realizado por: Benalcazar, S. 2021

Se pudo observar que el aislado 2 correspondiente al hospedero Pinus radiata obtiene el mayor

valor en cuanto a la EDs con 7,95 + 4,77 mg/L. seguido del aislado uno con 6,80 £6,01 mg/L
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posterior a este se encuentra el tercer aislado con 5,43+3,17 ppm y en Gltimo lugar se observa al
aislado 4 con 2,01 + 2,05 ppm (Gréfico 20-3).

Tabla 20-3: Andlisis de varianza para la EDso en medio PDA enmendado con Fluazinam.

GRADOS DE SUMA DE CUADRADO | VALOR | PR(>F)
LIBERTAD CUADRADOS MEDIO DE F
Tratamiento 3 59,60 19,86 1,08 0,40
Error 8 146,66 18,32
Total 11 206,16

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

El analisis de varianza no mostr6 efecto del aislado (P>0,05) en la EDso del principio activo
Fluazinam (Tabla 26-3), en donde la mayor EDsy para Fluazinam fue con el segundo aislado
con un promedio de 95 + 4,77 mg/L; y la menor EDs, con el aislado 4 que alcanz6 un promedio
de 2,01 £ 2,0 mg/L.

3.6.3. Dosis Efectiva 50 (EDso) del principio activo Fluazinam sobre Fusarium spp.

Tabla 21-3: Dosis Efectiva 50 (EDso) de Fluazinam sobre Fusarium spp

Aislado Promedio Desviacion  Escalade EDsy  Sensibilidad del
(mg/L) estandar hongo

ler aislado 6,805 6,015 1a10 Moderadamente
sensible

2do aislado 7,950 4,772 1a10 Moderadamente
sensible

3er aislado 5,438 3,177 1a10 Moderadamente
sensible

4to aislado 2,012 2,058 1a10 Moderadamente
sensible

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

Una vez analizados los resultados en cuanto a la EDsy se adjunta la tabla con los resultados

generados (Anexo E).
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DISCUSION DE RESULTADOS

Se presentd notorias diferencias en cada uno de los principios activos en estudio y en cada una de
las concentraciones utilizadas, el principio activo Fludioxonil mostré el menor crecimiento
micelial en concentraciones menores de 0; 0,1 y 1 ppm a comparacion de los demas productos
utilizados, tomando en cuenta también que existen variaciones minimas en los hospederos

estudiados.

Fludioxonil con la concentracion 1 ppm alcanzd crecimiento a la concentracion siguiente de 10
ppm en todas las variables en estudio, mientras que la dosis mas alta no present6 crecimiento en
ninguno de los casos (Grafico 1-3) lo cual esta corroborado con la prueba de Tuckey al 5% para
el crecimiento micelial (Tabla 9-3). Demostrando asi que todas las concentraciones en estudio
generaron un menor crecimiento comparando estos resultados con el testigo en los mismos
tiempos. El efecto inhibitorio se mantuvo en tiempos posteriores como se puede observar en el
Grafico 3-3, es asi como para las 264 h posteriores del ensayo se alcanz6 un 65,91 % en 0,1 ppm;
80,79% en la dosis 1 ppm; 78,94% en la dosis 10 ppm para el aislado 4 de Fusarium spp. en todos

los casos utilizando Fludioxonil.

Barcos et al. (2011) mencioné en su estudio enfocado a cepas de Botrytis cinerea y Penicillium
expansum que Fludioxonil presentd efecto inhibitorio en un 50% en los hongos anteriormente
mencionados, se establece semejanza en el modo de accién ya que Romero y Granados (2018)
mencionan que este principio activo actia como un mecanismo inhibidor de sintesis de metionina
y el control osmético considerando como una herramienta de control quimico ante el ataque de

B. cinerea.

Tiabendazol presentd efecto inhibitorio considerable para el desarrollo de Fusarium spp. con las
concentraciones mas altas de 10 y 100 ppm hasta en fin del ensayo. Para el caso de la
concentracién 100 ppm se observo el 100% de efectividad en todos los aislados desde el inicio
hasta la culminacion del experimento, evidenciando lo anteriormente expuesto por Bacab, Alejo,
Tun y Ruiz, et al.(2011) quienes mencionan que la efectividad de Tiabendazol en la inhibicion
micelial alcanza un 100 % con Fusarium solani. Mientras que Lépez et al. (2005), en su estudio
observé también efectividad del 100% en efecto inhibitorio para el caso de Fusarium oxysporum,

aunqgue es importante destacar que para los dos casos anteriores se utiliza concentraciones de 600

ppm.

Hymexazol por su parte, exhibié efecto inhibitorio con la dosis 100 ppm hasta las 288 h del
inicio del experimento, a partir de ese tiempo se observé un crecimiento notable de Fusarium

spp. en los aislados en estudio.
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Las concentraciones menores presentaron desarrollo semejante con la dosis control excepto el
aislado 3 correspondiente a Pinus patula con la concentracion 10 ppm, la cual mostré valores
bajos en el crecimiento micelial en comparacion a los demas en estudio (Gréfico 10-3),
obteniendo resultados parecidos a lo expuesto por Mata et al. (2018) que menciono el

crecimiento lento con el tiempo de Fusarium oxysporum ante la presencia de Hymexazol.

Las dosis empleadas en cada uno de los casos con Fluazinam generaron efecto inhibitorio de
Fusarium spp. reducido aun en concentraciones 10 y 100 ppm. Con el primer aislado
correspondiente a Pinus radiata se presentd el menor crecimiento en todos los tiempos en
observacion con el testigo y 0,1 ppm, es asi como a las 168 h de ensayo el control alcanz6 38,52
mm; mientras que a las mismas condiciones con 0,1 ppm se observé un crecimiento de 37,01 mm.
Comparando la misma variable en la Gltima revision, el control alcanz6 69,14 mm y la primera
dosis alcanzé 69,64 mm utilizando Fluazinam como principio activo. Utilizando el mismo
producto se observo que el aislado 4 present6 el menor crecimiento en todos los casos a partir de
las 264 h del ensayo con todas las concentraciones en analisis. Tomando en cuenta los datos a las
360 h en estudio se pudo determinar que el efecto inhibitorio para cada concentracién en ese
aislado fue 4,48% en la concentracion 0,1 ppm; 32,06% con la concentracién 1 ppm; 51,42% con
la dosis 10 ppm y finalmente 72.14% en la concentracion 100 ppm (Grafico 19-3). A partir de
estos resultados se pudo determinar que Fluazinam generd un desarrollo menor del hongo
considerable, este resultado es comparable con otro estudio el cual menciona que Fluazinam
obtiene porcentajes de control para Fusarium oxysporum en forma preventiva por lo que se toma
en cuenta la aplicacién de este principio activo como alternativa para el manejo de este

fitopatdgeno. (Gonzales, 1998).

Ubeda (1995) sefiala que este producto puede ser aplicado de manera protectora y erradicativa
logrando porcentajes de control considerables, en su estudio también se menciona que no se
detectd diferencias significativas entre las dosis de Fluazinam por lo que se plantea que el
producto controla el hongo hasta en concentraciones bajas. Mientras que Tapia et al. (2020) en su
trabajo de sensibilidad in vitro de Trichoderma spp. a fungicidas reporté que ningln aislado de
Trichoderma spp. fue sensible ante Fluazinam utilizando dosis de 0,25 mL ya que se observé
efecto inhibitorio minimo, por ende, se considera a Trichoderma spp. un hongo resistente ante

este principio activo.

Azoxystrobin  presentd el menor efecto inhibitorio en comparacién a todos los productos
utilizados en este ensayo puesto a que en todas las concentraciones no se generd un efecto
inhibitorio considerable. Con las concentraciones superiores de 10y 100 ppm de este principio
activo se presentd un mayor efecto inhibitorio ante Fusarium spp. pero como se menciona

anteriormente  son relativamente bajas en relacion con las demas en estudio, para este caso se
5Y



analizo la dosis 100 ppm a las 360 h de ensayo con el aislado 4 alcanzando 57,59 mm de
crecimiento micelial (Gréfico 15-3), mientras que con los mismos parametros con Fluazinam
como principio activo el crecimiento promedio fue de 20,21 mm determinando asi que
Azoxystrobin resulto ser un principio activo antieconémico y a si ves un potencial contaminante
del entorno. Este estudio concuerda con lo encontrado por Herrera, Bacab, Alejo, Tun y Ruiz, et
al.,( 2011), Félix y Galvez (2002) quienes observaron un minimo efecto inhibitorio de
Azoxystrobin con dosis del ingrediente activo en un rango de 0-10 ppm. contra A. alternata en el
desarrollo micelial in vitro. Cordero, Nieto, Soriano (2010) establecen relacién entre A. alternata

y Fusarium spp. siendo responsables de la pudricion y necrosis en diferentes especies vegetales.

Al respecto Andrade y Mata (2018) recomendaron el uso de Azoxystrobin para el control in
vitro Fusarium oxysporum por lo que este estudio discrepa del autor debido a la baja efectividad

in vitro presentada en el trabajo.

El calculo de la Dosis Efectiva 50 (EDso) en cada uno de los productos en analisis corrobora con
los resultados del estudio, Fludioxonil con dosis mas bajas gener6 mayor efecto inhibitorio en
cepas de Fusarium spp. en todos los aislados en estudio (Gréafico 4-3), mientras que el principio
activo con mayor dosis utilizada para generar efecto inhibitorio fue Azoxystrobin el cual alcanz6
mayor efecto inhibitorio para el caso del segundo aislado de Fusarium spp. (Gréfico 20-3)(Anexo
E).
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CONCLUSIONES

) Segun la escala de sensibilidad de Edgington Fusarium spp. resultd muy sensible ante
Fludioxonil como principio activo, el mismo que genero mayor efecto inhibitorio en el
crecimiento micelial con la concentracién 1 ppm.

o La menor EDsy obtenida fue para el principio activo Fludioxonil con un promedio de
0,013 mg/L con el aislado 4 de Fusarium spp. perteneciente al hospedero de Pinus patula,
mientras que la mayor EDs obtenida fue para el principio activo Azoxystrobin el cual segin la
escala de clasificacion de Edgington alcanz6 la denominacion de resistente, con un promedio

263,80 mg/L con el aislado 2 de Fusarium spp. perteneciente al hospedero Pinus radiata.
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RECOMENDACIONES

) Realizar otros estudios de sensibilidad con diferentes principios activos de los utilizados
en este estudio para el control de diferentes hongos fitopatdgenos en especies forestales.
) Utilizar en vivero para control de Fusarium spp. el principio activo Fludioxonil ya que

es el que presentd menor EDso.
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GLOSARIO

Tasa de crecimiento micelial: Determinado por las condiciones ambientales como fuente de
nutrientes, temperatura y humedad. Si las condiciones ambientales son correctas, las esporas que

se han adherido a las superficies germinaran, extenderan y los micelios comenzaran a crecer.
(Suconel, 2013, parr.14)

Concentracion: Se expresa en términos de tanto por ciento masas de soluto, o sea, el peso de
soluto por 100 unidades de masa de solucién. La unidad empleada con mayor frecuencia es el

gramo. (Universidad Finis terrae, 2016, p.32 )

Conidias: Corresponden a la forma mas comun que tienen los hongos de reproducirse. Estas se
desarrollan hacia fuera de la hifa, siendo producidas en estructuras externas, por lo que se les
considera como exosporas. La estructura donde se originan las conidias corresponde a una hifa

que se diferencia especificamente para tal funcién y se denomina genéricamente conidiéforo.
(PAGE, 2021,parr. 6)

Material Vegetativo: Denominacion que comprende las semillas, plantas jovenes, tubérculos y
otro tipo de material que contribuya a garantizar la productividad, la diversidad, la salud y la

calidad de la agricultura, la horticultura y produccién de alimentos. garantizar (Diccionario

Panhispanico Del Espafiol Juridico, parr. 2)

Descomposicién Enzimética: Resultado de la degradacion de compuestos organicos de forma
inorganica y material mediante enzimas que entran en las vias metabdlicas normales de cada

organismo. (Centro cientifico tecnologico Mendoza, 1994, parr.3)

Diseminacion: La diseminacion es la accion y el efecto de diseminar, verbo que significa

sembrar, esparcir la semilla. (Ramirez, 2011, p.111)

Dosis efectiva 50 (EDsg): Dosis que produce los efectos deseados o terapéuticos en el 50% de la

poblacidn en estudio. (Universidad de Ciencias Médicas de la Habana, 2017, p.3)

Edafico: Perteneciente o relativo al suelo; resultante de o influido por factores del suelo o de
otros substratos en lugar de por factores climaticos. Una necesidad edafica del cultivo en lo que

respecta a un estado o serie de estados del entorno del suelo. (FAO, 2009, pérr. 1)

Efecto inhibitorio: Capacidad para inhibir o controlar las respuestas impulsivas (o

automaticas). (Cognifit, 2021,parr.1)



Esporulacion: Mecanismo de reproduccién asexual a través de esporas y endosporas. Este tipo
de reproduccion es usual en hongos, plantas y diversos géneros de bacterias y microorganismos.
Puede ser parte de su ciclo natural reproductivo, o una alternativa para enfrentar situaciones

ambientales adversas, como falta de nutrientes o de luz solar. (Etecé, 2020, parr.1)

FRAC: Comité de accion de resistencia a fungicidas. ( Camara de Sanidad Agropecuaria y fertilizantes,
2015, parr. 1)

Germoplasma: Conjunto de los genes que, mediante células reproductoras o gametos, son

transmitidos a los descendientes a través de la reproduccion. (Pérez, y otros, 2018, parr. 1)

Hospedero: Organismo que alberga a otro en su interior o que lo porta sobre si, ya sea en una

simbiosis de parasitismo, comensalismo o mutualismo. (Duran, 2014, parr.1)

Interaccion: Interaccién es un vocablo que describe una accion que se desarrolla de modo

reciproco entre dos 0 mas organismos, objetos, agentes, unidades, sistemas, fuerzas o funciones.
(Pérez, 2021, parr.1)

Modo De Accidn: Se refiere al proceso celular especifico que inhibe cada fungicida en particular.
Dentro de cada modo de accion hay sitios de accion especificos, que son las enzimas especificas
del proceso celular a las que se unen los fungicidas. El enfoque de la clasificacién se basa en el
riesgo de resistencia y en los patrones de resistencia cruzada. El objetivo de la clasificacion MdA
es asegurarse de que los usuarios de fungicidas estan al tanto de los grupos de MdA y tienen una
base solida sobre la que llevar a cabo un manejo de la resistencia sostenible, a través del uso

efectivo de mezclas, secuencias y alternancia de fungicidas con diferentes modos de accion.
(Syngenta, 2019, p.4)

Napas Freaticas: Superficie que toma los puntos donde la presion del agua y la presion

atmosférica son iguales. (Geotecnia, 2018, parr.2)

Patdgenos: Agentes infecciosos que pueden provocar enfermedades a su huésped. Este término
se emplea normalmente para describir microorganismos como los virus, bacterias y hongos, entre

otros. Estos agentes pueden perturbar la fisiologia normal de plantas, animales y humano. (Herbario
de la Universidad Publica de Navarra, 1997, parr.1)



Platabanda: Lugar donde se depositan las semillas/plantulas/ material vegetativo, brinzales para

su germinacion o enraizado. (Congope, 2014, p.6)

Principio activo: Toda materia, cualquiera que sea su origen a la que se atribuye una actividad

apropiada para constituir un medicamento. (Engenerico, 2013, p.2)

Rubro Forestal: Agrupacion de empresas, instituciones con intereses en la produccién, manejo

y aprovechamiento del recurso forestal. (FAO, 1998, p.4)

Sensibilidad: Prediccion a través de una prueba in vitro, para observar la respuesta del paciente
a un determinado principio activo, la evolucion de una enfermedad y detectar una resistencia

relevante del organismo que esta causando este proceso infeccioso. (Westreicher, 2020, p.1)

Zoosporangios: Organo en forma de bolsa donde se diferencian las zoosporas, aqui se lleva a
cabo la meiosis de las células madre de las zoosporas, formando zoosporas haploides (n) que se

desarrollaran produciendo un planta, el gametofito.
(Emira Garcés, 2020, parr.2)


https://es.wiktionary.org/wiki/zoospora
https://es.wiktionary.org/wiki/meiosis
https://es.wiktionary.org/wiki/c%C3%A9lulas
https://es.wiktionary.org/wiki/zoospora
https://es.wiktionary.org/wiki/haploide
https://es.wiktionary.org/w/index.php?title=gametofito&action=edit&redlink=1
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ANEXOS

ANEXO A: PREPARACION DEL MATERIAL A UTILIZAR EN EL ENSAYO.

Pinus patula con sintomas de pudricion.

Desinfestacion de raices de plantulas de pino para

aislamiento en medio de cultivo.

Colonias fangicas creciendo de las raices
de los hospederos Pinus radiata y Pinus

patula en medio de cultivo PDA.

Hifas, y esporas (microconidias) de Fusarium spp.

crecidas en medio PDA.




ANEXO B: SIEMBRA DE LOS DISCOS DE MICELIO EN LAS CAJAS PETRI CON MEDIO
PDA ENMENDADO CON FUNGICIDAS DE DIFERENTE MODO DE ACCION .

Siembra de los discos de micelio en Clasificacion de las cajas Petri por
medio PDA enmendado con las concentraciones del principio
diferentes concentraciones de activo utilizado

Tiabendazol

Colonias fingicas listas para el corte de discos miceliales: A “aislado 2, cepa 2, Pinus

2395

radiata’’; B “aislado 1, cepa 1, Pinus radiata”, C “aislado 1, cepa 1, Pinus patula””,

D “aislado 2, cepa 2, Pinus patula”




ANEXO C: MEDICION Y RECOLECCION DE DATOS.

Sellado de las cajas Petri para evitar | Medicion de crecimiento micelial de Fusarium spp.
contaminacion. con el uso del calibrador digital para la dosis 10 ppm

del principio activo Hymexazol.

Autoguardado - v T DATOS_AISLADOSFORMULA10 07xlsx ~ }3 Buscar steeven benalcézar
Archivoe  Inicio  Insertar  Disposicion de pagina ~ Formulas  Datos  Revisar  Vista  Ayuda  Acrobat  Disefio de tabla 1% Compartir {2 Comentarios
1878 M fe || =100-(HB78*100)/$H158 v

HONGO |~ |FUNGICIDA ~ | REPET|~ | DOSIS |~ | TIEMPO |~ |DIAMENTRO_V| v | DIAMETRO_H| ~ | DIAMETRO_M | ~ | INHIBIC = | INHIBICIC ~ | AISLADO| ~ | HOSPEDERC ~ M | N | 0 | P |l
860/ Fusarium spp 1 100 96 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
861| Fusarium spp 1 100 120 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
862/ Fusarium spp 1 100 144 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
863 | Fusarium spp 1 100 168 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
864/ Fusarium spp 1 100 192 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
865| Fusarium spp 1 100 216 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
866| Fusarium spp 1 100 240 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
867 | Fusarium spp 1 100 264 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
868| Fusarium spp 1 100 288 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
869/ Fusarium spp 1 100 312 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
870/ Fusarium spp 1 100 336 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
871|Fusarium spp 1 100 360 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
72| Fusarium spp 2 100 N 0 0 0 ool o000 4 P.patula
873 | Fusarium spp 2 100 43 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
874/ Fusarium spp 2 100 n 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
875|Fusarium spp 2 100 36 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
876/ Fusarium spp 2 100 120 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
877|Fusarium spp 2 100 144 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
878| Fusarium spp 2 100 168 0 0 0 |100,00 |100,00 4 P.patula
878/ Fusarium spp 2 100 192 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
880/ Fusarium spp 2 100 216 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
881/ Fusarium spp 2 100 240 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
882|Fusarium spp 2 100 264 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
883 Fusarium spp 2 100 288 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
884/ Fusarium spp 2 100 312 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
885/ Fusarium spp 2 100 336 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
886/ Fusarium spp 2 100 360 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
87| Fusarium spp 3 100 N 0 0 0 ool loooo a4 P.patula
888 Fusarium spp 3 100 48 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula
888/ Fusarium spp 3 100 7 0 0 0 100,00 100,00 4 P.patula

3 4

890| Fusarium spp tiabendazol 100 96 0 0 0 100,00 100,00 P.patula -
‘ FLUDIOXONIL | TIABENDAZOL | HYMEXAZOL | AZOXYSTROBIN FLUAZINAM | @ 4 b

Listo i m - 1 + %%
estudiados.




ANEXO D: CRECIMIENTO MICELIAL DE FUSARIUM SPP. EN MEDIO PDA CON LOS
DIFERENTES PRINCIPIOS ACTIVOS Y CONCENTRACIONES.

Crecimiento micelial de Fusarium spp. | Crecimiento micelial de Fusarium spp. en
enmendado con la dosis (100 ppm) de | medio enmendado con la dosis 100 ppm a los
Fludioxonil a los 8 dias posteriores al inicio | 2 dias posteriores al inicio del ensayo.

del ensayo.

| --‘J;/UD {m;1 ML Ry ME)(M'O, L
g 100 (g | K
100 mg|

Ensayo de crecimiento micelial de Fusarium spp. en medio PDA enmendado con azoxystrobin

a la concentracion 1 ppm. A los 11 dias posteriores al inicio del ensayo.




ANEXO E: DOSIS EFECTIVA 50 (EDs)) CON DATOS ORDENADOS DE MENOR A
MAYOR CONCENTRACION (PPM) DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS EN
ESTUDIO ANTE FUSARIUM SPP. CON AISLADOS DE PINUS RADIATA'Y
PINUS PATULA.

AISLADO | FUNGICIDA PROMEDIO (ppm) | DESVIACION ESTANDAR
4 FLUDIOXONIL 0,013 0,015
3 FLUDIOXONIL 0,156 0,144
2 TIABENDAZOL 1,585 0,178
4 FLUAZINAM 2,012 2,057
4 TIABENDAZOL 3,867 0,210
2 FLUAZINAM 7,950 4,772
2 HYMEXAZOL 16,372 6,986
4 AZOXYSTROBIN 49,768 14,141
3 HYMEXAZOL 50,724 24,057
2 AZOXYSTROBIN 263,801 198,325

Realizado por: Benalcazar, S. 2021

ANEXO F: PROMEDIO DE LA TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL DE FUSARIUM
SPP. EN MEDIO PDA ENMENDADO CON DIFERENTES PRINCIPIOS

ACTIVOS
AISLADO DOSIS | HOSPEDERO TASA DE PRINCIPIO ACTIVO
CRECIMIENTO
MICELIAL

PROMEDIO (mm)
1 0 | Pinus radiata 5,86 | Fludioxonil
1 0 | Pinus radiata 5,91 | Fludioxonil
1 0 | Pinus radiata 6,04 | Fludioxonil
1 0,1 | Pinus radiata 2,39 | Fludioxonil
1 0,1 | Pinus radiata 2,46 | Fludioxonil
1 0,1 | Pinus radiata 2,58 | Fludioxonil
1 0,1 | Pinus radiata 2,63 | Fludioxonil
1 0,1 | Pinus radiata 2,84 | Fludioxonil
1 0,1 | Pinus radiata 2,94 | Fludioxonil
1 1 | Pinus radiata 1,24 | Fludioxonil
1 1 | Pinus radiata 1,25 | Fludioxonil




1 1 | Pinus radiata 1,31 | Fludioxonil
1 1 | Pinus radiata 1,48 | Fludioxonil
1 1 | Pinus radiata 1,50 | Fludioxonil
1 1 | Pinus radiata 1,93 | Fludioxonil
1 10 | Pinus radiata 0,95 | Fludioxonil
1 10 | Pinus radiata 1,55 | Fludioxonil
1 10 | Pinus radiata 1,56 | Fludioxonil
1 100 | Pinus radiata 0,00 | Fludioxonil
2 0 | Pinus patula 5,62 | Fludioxonil
2 0 | Pinus patula 8,34 | Fludioxonil
2 0 | Pinus patula 8,47 | Fludioxonil
2 0,1 | Pinus patula 2,84 | Fludioxonil
2 0,1 | Pinus patula 2,85 | Fludioxonil
2 0,1 | Pinus patula 3,65 | Fludioxonil
2 10 | Pinus patula 1,21 | Fludioxonil
2 10 | Pinus patula 1,28 | Fludioxonil
2 10 | Pinus patula 1,83 | Fludioxonil
2 100 | Pinus patula 0,00 | Fludioxonil
3 0 | Pinus radiata 4,75 | Fludioxonil
3 0 | Pinus radiata 5,32 | Fludioxonil
3 0 | Pinus radiata 6,41 | Fludioxonil
3 1 | Pinus radiata 1,50 | Fludioxonil
3 1 | Pinus radiata 1,60 | Fludioxonil
3 1 | Pinus radiata 1,68 | Fludioxonil
3 10 | Pinus radiata 1,06 | Fludioxonil
3 10 | Pinus radiata 1,62 | Fludioxonil
3 10 | Pinus radiata 1,70 | Fludioxonil
3 100 | Pinus radiata 0,00 | Fludioxonil
4 0 | Pinus patula 11,06 | Fludioxonil
4 0,1 | Pinus patula 1,99 | Fludioxonil
4 0,1 | Pinus patula 2,84 | Fludioxonil
4 0,1 | Pinus patula 3,65 | Fludioxonil
4 1 | Pinus patula 0,75 | Fludioxonil
4 1 | Pinus patula 1,61 | Fludioxonil
4 1 | Pinus patula 2,31 | Fludioxonil
4 10 | Pinus patula 1,16 | Fludioxonil
4 10 | Pinus patula 1,30 | Fludioxonil
4 10 | Pinus patula 1,34 | Fludioxonil




4 100 | Pinus patula 0,00 | Fludioxonil
1 0 | Pinus radiata 2,40 | Hymexazol
1 0 | Pinus radiata 3,59 | Hymexazol
1 0 | Pinus radiata 3,79 | Hymexazol
1 0 | Pinus radiata 4,51 | Hymexazol
1 0 | Pinus radiata 5,31 | Hymexazol
1 0 | Pinus radiata 5,40 | Hymexazol
1 0 | Pinus radiata 5,92 | Hymexazol
1 0 | Pinus radiata 6,50 | Hymexazol
1 0 | Pinus radiata 11,06 | Hymexazol
1 1 | Pinus radiata 2,36 | Hymexazol
1 1 | Pinus radiata 2,82 | Hymexazol
1 1 | Pinus radiata 3,85 | Hymexazol
1 1 | Pinus radiata 4,60 | Hymexazol
1 10 | Pinus radiata 4,22 | Hymexazol
1 10 | Pinus radiata 5,16 | Hymexazol
1 10 | Pinus radiata 6,07 | Hymexazol
1 100 | Pinus radiata 1,30 | Hymexazol
1 100 | Pinus radiata 1,41 | Hymexazol
1 100 | Pinus radiata 1,60 | Hymexazol
2 0 | Pinus patula 3,41 | Hymexazol
2 0 | Pinus patula 5,29 | Hymexazol
2 0 | Pinus patula 6,21 | Hymexazol
2 1 | Pinus patula 6,84 | Hymexazol
2 1 | Pinus patula 7,14 | Hymexazol
2 1 | Pinus patula 11,06 | Hymexazol
2 10 | Pinus patula 2,64 | Hymexazol
2 10 | Pinus patula 2,65 | Hymexazol
2 10 | Pinus patula 4,24 | Hymexazol
2 100 | Pinus patula 1,22 | Hymexazol
2 100 | Pinus patula 1,29 | Hymexazol
2 100 | Pinus patula 1,58 | Hymexazol
3 0 | Pinus radiata 4,27 | Hymexazol
3 0 | Pinus radiata 5,42 | Hymexazol
3 0 | Pinus radiata 5,46 | Hymexazol
3 1 | Pinus radiata 5,89 | Hymexazol
3 1 | Pinus radiata 6,19 | Hymexazol
3 1 | Pinus radiata 6,22 | Hymexazol




3 10 | Pinus radiata 5,39 | Hymexazol
3 10 | Pinus radiata 5,49 | Hymexazol
3 10 | Pinus radiata 5,71 | Hymexazol
3 100 | Pinus radiata 1,16 | Hymexazol
3 100 | Pinus radiata 1,22 | Hymexazol
3 100 | Pinus radiata 1,24 | Hymexazol
4 0 | Pinus patula 3,81 | Hymexazol
4 0 | Pinus patula 4,92 | Hymexazol
4 0 | Pinus patula 6,73 | Hymexazol
4 1 | Pinus patula 4,61 | Hymexazol
4 1 | Pinus patula 4,70 | Hymexazol
4 1 | Pinus patula 4,75 | Hymexazol
4 10 | Pinus patula 3,45 | Hymexazol
4 10 | Pinus patula 3,57 | Hymexazol
4 10 | Pinus patula 11,06 | Hymexazol
4 100 | Pinus patula 1,21 | Hymexazol
4 100 | Pinus patula 1,49 | Hymexazol
4 100 | Pinus patula 1,80 | Hymexazol
1 0 | Pinus radiata 5,76 | Tiabendazol
1 0 | Pinus radiata 5,79 | Tiabendazol
1 0 | Pinus radiata 6,01 | Tiabendazol
1 0,1 | Pinus radiata 5,39 | Tiabendazol
1 0,1 | Pinus radiata 5,82 | Tiabendazol
1 0,1 | Pinus radiata 6,16 | Tiabendazol
1 1 | Pinus radiata 5,37 | Tiabendazol
1 1 | Pinus radiata 5,88 | Tiabendazol
1 1 | Pinus radiata 6,31 | Tiabendazol
1 10 | Pinus radiata 0,00 | Tiabendazol
1 100 | Pinus radiata 0,00 | Tiabendazol
2 0 | Pinus patula 6,40 | Tiabendazol
2 0 | Pinus patula 6,78 | Tiabendazol
2 0 | Pinus patula 7,03 | Tiabendazol
2 0,1 | Pinus patula 6,40 | Tiabendazol
2 0,1 | Pinus patula 7,03 | Tiabendazol
2 0,1 | Pinus patula 7,05 | Tiabendazol
2 1 | Pinus patula 5,61 | Tiabendazol
2 1 | Pinus patula 5,82 | Tiabendazol
2 1 | Pinus patula 6,49 | Tiabendazol




2 10 | Pinus patula 0,00 | Tiabendazol
2 100 | Pinus patula 0,00 | Tiabendazol
3 0 | Pinus radiata 6,91 | Tiabendazol
3 0 | Pinus radiata 7,22 | Tiabendazol
3 0 | Pinus radiata 7,78 | Tiabendazol
3 0,1 | Pinus radiata 4,90 | Tiabendazol
3 0,1 | Pinus radiata 5,68 | Tiabendazol
3 0,1 | Pinus radiata 6,54 | Tiabendazol
3 1 | Pinus radiata 5,80 | Tiabendazol
3 1 | Pinus radiata 5,81 | Tiabendazol
3 1 | Pinus radiata 6,31 | Tiabendazol
3 10 | Pinus radiata 0,00 | Tiabendazol
3 100 | Pinus radiata 0,00 | Tiabendazol
4 0 | Pinus patula 6,41 | Tiabendazol
4 0 | Pinus patula 6,65 | Tiabendazol
4 0 | Pinus patula 7,01 | Tiabendazol
4 0,1 | Pinus patula 4,09 | Tiabendazol
4 0,1 | Pinus patula 5,63 | Tiabendazol
4 0,1 | Pinus patula 6,72 | Tiabendazol
4 1 | Pinus patula 6,64 | Tiabendazol
4 1 | Pinus patula 6,79 | Tiabendazol
4 1 | Pinus patula 6,90 | Tiabendazol
4 10 | Pinus patula 0,00 | Tiabendazol
4 100 | Pinus patula 0,00 | Tiabendazol
1 0 | Pinus radiata 5,59 | Azoxystrobin
1 0 | Pinus radiata 6,51 | Azoxystrobin
1 0 | Pinus radiata 6,67 | Azoxystrobin
1 0,1 | Pinus radiata 5,18 | Azoxystrobin
1 0,1 | Pinus radiata 5,44 | Azoxystrobin
1 0,1 | Pinus radiata 5,64 | Azoxystrobin
1 1 | Pinus radiata 4,86 | Azoxystrobin
1 1 | Pinus radiata 5,37 | Azoxystrobin
1 1 | Pinus radiata 6,11 | Azoxystrobin
1 10 | Pinus radiata 3,73 | Azoxystrobin
1 10 | Pinus radiata 4,03 | Azoxystrobin
1 10 | Pinus radiata 4,06 | Azoxystrobin
1 100 | Pinus radiata 2,57 | Azoxystrobin
1 100 | Pinus radiata 2,85 | Azoxystrobin




1 100 | Pinus radiata 3,12 | Azoxystrobin
2 0 | Pinus patula 5,31 | Azoxystrobin
2 0 | Pinus patula 5,54 | Azoxystrobin
2 0 | Pinus patula 5,76 | Azoxystrobin
2 0,1 | Pinus patula 5,38 | Azoxystrobin
2 0,1 | Pinus patula 5,66 | Azoxystrobin
2 0,1 | Pinus patula 5,97 | Azoxystrobin
2 1 | Pinus patula 4,99 | Azoxystrobin
2 1 | Pinus patula 5,67 | Azoxystrobin
2 1 | Pinus patula 5,69 | Azoxystrobin
2 10 | Pinus patula 4,31 | Azoxystrobin
2 10 | Pinus patula 4,73 | Azoxystrobin
2 10 | Pinus patula 4,92 | Azoxystrobin
2 100 | Pinus patula 2,95 | Azoxystrobin
2 100 | Pinus patula 3,32 | Azoxystrobin
2 100 | Pinus patula 4,10 | Azoxystrobin
3 0 | Pinus radiata 5,51 | Azoxystrobin
3 0 | Pinus radiata 5,69 | Azoxystrobin
3 0 | Pinus radiata 6,36 | Azoxystrobin
3 0,1 | Pinus radiata 6,06 | Azoxystrobin
3 0,1 | Pinus radiata 6,48 | Azoxystrobin
3 0,1 | Pinus radiata 6,68 | Azoxystrobin
3 1 | Pinus radiata 4,32 | Azoxystrobin
3 1 | Pinus radiata 4,33 | Azoxystrobin
3 1 | Pinus radiata 4,78 | Azoxystrobin
3 10 | Pinus radiata 2,27 | Azoxystrobin
3 10 | Pinus radiata 3,99 | Azoxystrobin
3 10 | Pinus radiata 4,31 | Azoxystrobin
3 100 | Pinus radiata 3,29 | Azoxystrobin
3 100 | Pinus radiata 3,39 | Azoxystrobin
3 100 | Pinus radiata 3,76 | Azoxystrobin
4 0 | Pinus patula 6,09 | Azoxystrobin
4 0 | Pinus patula 6,29 | Azoxystrobin
4 0 | Pinus patula 6,39 | Azoxystrobin
4 0,1 | Pinus patula 5,61 | Azoxystrobin
4 0,1 | Pinus patula 6,07 | Azoxystrobin
4 0,1 | Pinus patula 6,74 | Azoxystrobin
4 1 | Pinus patula 3,91 | Azoxystrobin




4 1 | Pinus patula 4,31 | Azoxystrobin
4 1 | Pinus patula 4,58 | Azoxystrobin
4 10 | Pinus patula 3,40 | Azoxystrobin
4 10 | Pinus patula 3,74 | Azoxystrobin
4 10 | Pinus patula 4,13 | Azoxystrobin
4 100 | Pinus patula 2,81 | Azoxystrobin
4 100 | Pinus patula 3,19 | Azoxystrobin
4 100 | Pinus patula 3,48 | Azoxystrobin
1 0 | Pinus radiata 5,39 | Fluazinam
1 0 | Pinus radiata 5,62 | Fluazinam
1 0,1 | Pinus radiata 5,03 | Fluazinam
1 0,1 | Pinus radiata 5,20 | Fluazinam
1 0,1 | Pinus radiata 5,64 | Fluazinam
1 10 | Pinus radiata 2,11 | Fluazinam
1 10 | Pinus radiata 2,38 | Fluazinam
1 10 | Pinus radiata 2,67 | Fluazinam
1 100 | Pinus radiata 1,64 | Fluazinam
1 100 | Pinus radiata 1,96 | Fluazinam
1 100 | Pinus radiata 2,04 | Fluazinam
2 0 | Pinus patula 5,90 | Fluazinam
2 0 | Pinus patula 6,06 | Fluazinam
2 0,1 | Pinus patula 6,06 | Fluazinam
2 0,1 | Pinus patula 6,11 | Fluazinam
2 0,1 | Pinus patula 6,24 | Fluazinam
2 10 | Pinus patula 2,70 | Fluazinam
2 10 | Pinus patula 2,90 | Fluazinam
2 10 | Pinus patula 3,26 | Fluazinam
2 100 | Pinus patula 1,75 | Fluazinam
2 100 | Pinus patula 1,84 | Fluazinam
2 100 | Pinus patula 1,99 | Fluazinam
3 0 | Pinus radiata 5,63 | Fluazinam
3 0 | Pinus radiata 5,93 | Fluazinam
3 0,1 | Pinus radiata 4,63 | Fluazinam
3 0,1 | Pinus radiata 5,46 | Fluazinam
3 0,1 | Pinus radiata 5,95 | Fluazinam
3 1 | Pinus radiata 2,43 | Fluazinam
3 1 | Pinus radiata 2,91 | Fluazinam
3 1 | Pinus radiata 2,96 | Fluazinam




3 1 | Pinus radiata 3,51 | Fluazinam
3 1 | Pinus radiata 3,85 | Fluazinam
3 1 | Pinus radiata 3,85 | Fluazinam
3 10 | Pinus radiata 2,61 | Fluazinam
3 10 | Pinus radiata 2,68 | Fluazinam
3 10 | Pinus radiata 3,61 | Fluazinam
3 100 | Pinus radiata 0,86 | Fluazinam
3 100 | Pinus radiata 1,54 | Fluazinam
3 100 | Pinus radiata 1,64 | Fluazinam
4 0 | Pinus patula 5,99 | Fluazinam
4 0 | Pinus patula 6,96 | Fluazinam
4 0,1 | Pinus patula 4,09 | Fluazinam
4 0,1 | Pinus patula 5,33 | Fluazinam
4 0,1 | Pinus patula 6,24 | Fluazinam
4 1 | Pinus patula 1,39 | Fluazinam
4 1 | Pinus patula 2,52 | Fluazinam
4 1 | Pinus patula 3,07 | Fluazinam
4 1 | Pinus patula 3,33 | Fluazinam
4 1 | Pinus patula 3,44 | Fluazinam
4 1 | Pinus patula 3,99 | Fluazinam
4 10 | Pinus patula 2,40 | Fluazinam
4 10 | Pinus patula 3,04 | Fluazinam
4 10 | Pinus patula 3,06 | Fluazinam
4 100 | Pinus patula 1,57 | Fluazinam
4 100 | Pinus patula 1,61 | Fluazinam
4 100 | Pinus patula 1,77 | Fluazinam

Realizado por: Benalcazar, S. 2021
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