ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE RECURSOS NATURALES
CARRERA INGENIERIA FORESTAL

SENSIBILIDAD in vitro DE SEIS CEPAS DE Fusarium circinatum A
FUNGICIDAS Y A BIOPRODUCTOS DE DIFERENTE MODO DE
ACCION

Trabajo de Integracion Curricular

Tipo: Proyecto de Investigacion

Presentado para optar al grado académico de:
INGENIERA FORESTAL

AUTORA:
CINDY MARIBEL MIRANDA BENITES

Riobamba — Ecuador
2023



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE RECURSOS NATURALES
CARRERA INGENIERIA FORESTAL

SENSIBILIDAD in vitro DE SEIS CEPAS DE Fusarium circinatum A
FUNGICIDAS Y A BIOPRODUCTOS DE DIFERENTE MODO DE
ACCION

Trabajo de Integracion Curricular

Tipo: Proyecto de Investigacion

Presentado para optar al grado académico de:
INGENIERA FORESTAL

AUTORA: CINDY MARIBEL MIRANDA BENITES
DIRECTOR: Dr. PABLO ISRAEL ALVAREZ ROMERO

Riobamba — Ecuador
2023



© 2023, Cindy Maribel Miranda Benites

Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos, por cualquier medio o

procedimiento, incluyendo la cita bibliografica del documento, siempre y cuando se reconozca el
Derecho de Autor.



Yo, CINDY MARIBEL MIRANDA BENITES, declaro que el presente Trabajo de Integracion
Curricular es de mi autoria y los resultados del mismo son auténticos. Los textos en el documento

gue provienen de otras fuentes estan debidamente citados y referenciados.
Como autora asumo la responsabilidad legal y académica de los contenidos de este Trabajo de
Integracién Curricular; el patrimonio intelectual pertenece a la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

Riobamba, 06 de diciembre de 2023.

N 2

() ﬁ\'-\\‘ I I‘\ Q\‘)ClQ
Cindy Maribel Miranda Benites
0931053912



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE RECURSOS NATURALES
CARRERA INGENIERIA FORESTAL

El Tribunal del Trabajo de Integracion Curricular certifica que: El Trabajo de Integracién
Curricular; Tipo: Proyecto de Investigacion, SENSIBILIDAD in vitro DE SEIS CEPAS DE
Fusarium circinatum A FUNGICIDAS Y A BIOPRODUCTOS DE DIFERENTE MODO
DE ACCION, realizado por la sefiorita: CINDY MARIBEL MIRANDA BENITES, ha sido
minuciosamente revisado por los Miembros del Tribunal del Trabajo de Integracion Curricular,
el mismo que cumple con los requisitos cientificos, técnicos, legales, en tal virtud el Tribunal

Autoriza su presentacion.

FIRMA FECHA

_ ) VISt
Dra. Rosa del Pilar Castro Gomez { ®™.2023-12-06
PRESIDENTE DEL TRIBUNAL

ﬂ[u’ﬁ:'ﬂ'll j o
Dr. Pablo Israel Alvarez Romero. " 2023-12-06

DIRECTOR DEL TRABAJO DE
INTEGRACION CURRICULAR

Q/’ﬁsfﬁ,o /
Ing. Carlos Francisco Carpio Coba MSc. 2023-12-06

ASESOR DEL TRABAJO DE
INTEGRACION CURRICULAR



DEDICATORIA

En primer lugar, quiero agradecer a Dios que es el motivo por el cual existo. Le dedico el resultado
de este trabajo a toda mi familia. Principalmente, a mis padres que me apoyaron y contuvieron
los momentos malos y en los menos malos. Gracias por ensefiarme a afrontar las dificultades sin
perder nunca la cabeza ni morir en el intento. A mi amada madre Lupita Benites mi heroina de
capa larga, quien con su fortaleza, sabiduria y amor incondicional me ha guiado en cada paso de
mi vida. y mi padre Gustavo Miranda por su sacrifico grande por confiar en mi y darme la
oportunidad de estudiar muy lejos de casa ensefiarme a la distancia a nunca rendirme ante los
obstaculos de la vida. Me han ensefiado a ser la persona que soy hoy, mis principios, mis valores,
mi perseverancia y mi empefio. Todo esto con una enorme dosis de amor y sin pedir nada a
cambio. También quiero dedicarle este trabajo a mi hermana Diana Orrala por su apoyo emocional
y econdmico, por su comprension, por su empefio, por su fuerza, por su amor, porque la quiero.
Debo pedirle perdon porque ha sufrido el impacto directo de ser la primera hija la cual le toco ser
mas fuerte. Realmente, ella me ayuda a alcanzar el equilibrio que me permite dar todo mi
potencial. Nunca dejaré de estar agradecido por esto, a mi hermana menor Maria José Miranda
por darme el tltimo empujén que me faltaba para terminar el proyecto ya que soy su ejemplo a
seqguir. Y a mi querido José Eduardo Paredes gracias por ser mi confidente y mi mejor amigo. y
siempre sacarme una sonrisa con tus ocurrencias en mis momentos mas oscuros. Por Gltimo y no
menos importante a mi amada gata Chichita que me espera en casa. y finalmente aquellos que

pensaron que no lo lograria, dedico esta tesis.

Maribel



AGRADECIMIENTO

Quiero expresar mi gratitud a mi director de tesis Dr. Pablo Israel Alvarez Romero cuya guia y
sabiduria han sido fundamentales en cada etapa de esta investigacion. Sus consejos y comentarios
han enriquecido significativamente mi trabajo. Ademas, quiero expresar mi profundo
agradecimiento a mi asesor de tesis Ing. Carlos Francisco Carpio Coba por su paciencia,
dedicacion y el tiempo que ha invertido en brindarme asesoria. Ha sido mas que un maestro; ha
sido un amigo en quien siempre pude confiar. Su disposicion constante para ayudar a quienes
necesitan ha marcado una gran diferencia en mi experiencia. Gracias por las risas compartidas,
por la amistad genuina y ayudarme a superar los obstaculos presentados durante mi etapa
universitaria, tanto académicos como personales. Me llevo conmigo los mejores recuerdos de
alguien que fue mi maestro y mi amigo. Su influencia ha sido invaluable para mi. Quiero
reconocer a mi instructor de laboratorio, Ing. Alvaro Rivera cuya orientacion experta y paciencia
han sido fundamentales en la realizacion de este trabajo y por los consejos que se me han
impartido, los llevaré grabados para siempre en la memoria en mi futuro profesional y por
aconsejarme no solo en el &mbito académico sino en el &mbito personal. Agradezco al equipo de
laboratorio de Fitopatologia por crear un ambiente estimulante y colaborativo donde pude
aprender y crecer como profesional. A mis queridos profesores forestales que ayudaron durante
toda mi formacion académica, Ing. Vilma Noboa, Ing. Eduardo Salazar, Ing. Victor Espinoza,
Ing. Miguel Guallpa, Ing. Norma Lara y demas docentes que me los llevare para siempre en mi
corazén Dr. Rosa Castro, Ing Patricia Tierra, Ing. Herndn Chamorro, Ing. Daniel Romaén, Ing.

Eduardo Mufioz. Cada uno de ustedes ha dejado una huella en mi camino.

Maribel

Vi



INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE TABLAS .......cooteeeteteeeees et sttt teses st st snassenae s sanens Xi
INDICE DE ILUSTRACIONES........coiiiiiereiieeeseeiseetesesses s es s sesessesssssss s senasnessnenen Xiv
INDICE DE ANEXOS ......oooiiiteiiesiieesesisss s e sests s eses st ses s tsses s as s s s ssssssssssensensnsans XV
RESUMEN ...ttt et b e b sae e s e et e be e beenbeenbeesaneas Xvii
AB ST RACT Lttt b e bt bttt b bt b e et e e bt e nbeeeabeabe et Xviii
INTRODUGCCION ..ottt sttt n st enaeness 1
CAPTTULO Lottt ettt 2
1. PROBLEMA DE INVESTIGACION .......oooiiieieeieeeeeeeves e, 2
1.1  Planteamiento del ProblemMa ..o e 2
1.2 ODJETIVOS ...ttt 2
1.3 JUSHIFICACION ....viiiiicie bbbttt 3
L4 HIPOTESIS. .ttt bbbt bbb 3
(07X =] 1t 101 @ I I OO 5
2. MARCO TEORICO ..ottt ter sttt sn sttt 5
2.1 PINO ot bbbt 5
2,01 TAXONOIMA ...tttk b bbbt b bbbt 5
2.1.2 DescripCion general d8 PiNO ..ottt st 5
2.2 PINUS FAAIALA ...t 6
2.2.1 DeSCripCiON DOtANICA .......voviieiiiiiiieie bbb 6
2.3 PINUS PATUIAL......coiiiiiiii s 6
2.3.1 DeSCripCiON DOtANICA .......voviviiiiiiiie et 7
2.4 EIPino en el &mbito econdmico en el ECUAOr ...........cccoiveiiiiiniiicineeee e 7
2.5 FUSArTUM CIFCINAIUM ..ottt ettt 9
2.5.1  TAXOMOMUIB ...ttt ettt bbbttt bbbt b ettt b et b e 9
I B 1Yot 10 (o] o ST 9
2.5.3  SIMEOMBS ...ttt bbbt et b et 11
2.5.4  Interaccion Fusarium spp. — PlANtaA.......ccccorirerieieieieesese e 11



2.5.5 Fusarium CirCinatum BN VIVEFO .........ccuviiiiiiiie ittt st ebae s saae s enres 12
2.6 FUNQICIABS. ....veiie ettt e ta e e sbeeraestesreeneenre e 13
2.6.1 Clasificacion de 10S fUNGICIAAS ..........coorriiiiriiicce e 13

2.6.2 Clasificacion de los fungicidas de acuerdo con los modos de accion segun el comité de

accion para la resistencia de fungicidas (FRAC) .......ccocoiriiriinniiieiseesieese e 14
2.6.3  FUuNQICidas ULIHIZAO0S. .........coueireieieiiiie e 21
2.7 SenSIDIHAA 1N VITIO......ciiiiiieeee e 25
2.7.0 TN VITEO ettt bbbttt b et r e n e 25
2.7.2  Sensibilidad in vitro de Fusarium Circinatum ............cccoceriiriiniiineineeee e 25
2.8 Estudio de sensibilidad de fungicidas............cccccevviiiiiiiiiieiciiie e 26
2.8.1 RESISIENCIA CIUZAUA ..ottt 26
2.8.2 Sensibilidad y Resistencia a FUNGICIAAS.........cccceiicieiiiiieiecece e 26
2.9  Concentracion Letal...........ccooiiiiiiiiiiiece 27
(07X 2] 1t 0 @ I 1 I OO 28
3. Marco MELOAOIOUICO ........cvrieriitiiieieie et 28
3.1 Caracteristicas del TUGAT ... 28
311 LOCAIZACION ... bbbt 28
T2 B | oTTor: Uod o] g o [=To o] = [or- FOR SRS SRSTRORRIN 28
3.2 MaALErTAlES Y EQUIPOS .. vecvveiicieeiecte ettt ettt re et st e e ba e besreesresbesaeesreanes 29
Bi2.1 OFICINA. .ttt 29
3.2.2 LADOTALOTIO ...ttt 29
3.3 Principios activos ULHHZAOOS .........ccccuiiiiiiieiecce et 31
34 Metodologia de 1a INVESEIGACION ..........c.cceiiiiiiiiiiee s 32
3.4.1 Operacionalizacion de 1as variables.............cccoviriiiiiiniice 32
3.4.2  Disefio eXPEriMENTAl .........ccooiiiiiiiiiieie s 33

3.4.3 Calculos para determinar las concentraciones de los productos de fungicidas y

DIOPIOTUCTIOS ... bbb bbbttt bbb 34
35 Fase de 1aD0ratorio..........cooiiiiieeis s 35
3.5.1  ReACHVACION T8 CEPAS ....evereereerietieieeiesieste st see ettt st ste et e e eseeneesessesteseeneeeeneenes 35



3.5.2 Enmendado del Medio CUITIVO........oocveiiiiieiee ettt r e e 36

3.5.3 Preparacion de la solUCION StOCK ..........cccveveiiiiiic it 36
3.54 Crecimiento MICelIAl ..o 36
355 Variables evaluadas. ...........ccoooviiiiiiiiee 37
(07X 2] 1t U @ T 1 TP RTRRRT 39
4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS............c....... 39
4.1  Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial............c.ccooooviiiiiniiiinieee, 39

4.1.1 Tasa de crecimiento micelial de Fusarium circinatum en PDA enmendado con diferentes

dosis de PYracloStrODIN. .........cciiiiiiii i e 39

4.1.2 Tasade crecimiento micelial de Fusarium circinatum en PDA enmendado con diferentes
Lo [T Iy [ AV (= 1 IR o) =T = (o T TP 40

4.1.3 Tasa de crecimiento micelial de Fusarium circinatum en PDA enmendado con diferentes

(o [T I [T =Y o1 [0 ] T V{0 | FNR TR 41

4.1.4 Tasade crecimiento micelial de Fusarium circinatum en PDA enmendado con diferentes
Lo [T Iy [ = T0 1T o= [ o TR 43

4.1.5 Tasa de crecimiento micelial de Fusarium circinatum en PDA enmendado con diferentes

0SS de EXEFACTO AE TOMIIIO ....eiiieeeee ettt r et e e et e s et e e san e e e s nnneees 44

4.1.6 Tasa de crecimiento micelial de Fusarium circinatum en PDA enmendado con diferentes

dOSIS A8 EXEFACLO TE TE..... ...ttt 45
4.2 Inhibicion de crecimiento micelial...........cccoooiiiiiiii 46
4.2.1 Porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial de Pyraclostrobin...............c.cc....... 46
4.2.2 Test de Tukey para la variable Dosis del fungicida Pyraclostrobin..............cc.ccce..... 47
4.2.3  Testde Tukey para la variable Cepas del fungicida Pyraclostrobin......................... 47

424  Test de Tukey para la variable interaccion Dosis*Cepas del fungicida

PYraclostrobin ... ... 48
4.2.5  Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de Metil tiofanato........................ 49
4.2.6  Test de Tukey para la variable Dosis del fungicida Metil tiofanato..............c......... 49
4.2.7  Test de Tukey para la variable Cepas del fungicida Metil tiofanato........................ 50
4.2.8 Test de Tukey para la variable interaccion Dosis*Cepas del fungicida Metil
TOTANALO ...t 50
4.2.9 Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de Tebuconazol ........................... 51

IX



4.2.10  Test de Tukey para la variable Dosis del fungicida Tebuconazol............................ 52

4211 Test de Tukey para la variable Cepas del fungicida Tebuconazol ....................... 52
4.2.12 Test de Tukey para la variable interaccion Dosis*Cepas del fungicida
TeDUCONAZOL ... .. 53
4.2.13 Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de Boscalid ............c.ccccccveveee. 54
4.2.14 Test de Tukey para la variable Dosis del fungicida Boscalid ..............cc.cccenenee. 54
4.2.15 Test de Tukey para la variable Cepas del fungicida Boscalid ................cccccevenee. 54
4.2.16 Test de Tukey para la variable interaccion Dosis*Cepas del fungicida Boscalid
.................................................................................................. 55
4.2.17 Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de extracto de tomillo............. 56
4.2.18 Test de Tukey para la variable Dosis del fungicida extracto de tomillo............... 57
4.2.19 Test de Tukey para la variable Cepas del fungicida extracto de tomillo.............. 57
4.2.20 Test de Tukey para la variable interaccion Dosis*Cepas del fungicida extracto de
100 0 011 1 o 58
4.2.21 Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de extracto de té...................... 59
4.2.22 Test de Tukey para la variable Dosis del fungicida extracto de té ....................... 59
4.2.23 Test de Tukey para la variable Cepas del fungicida extracto de té....................... 59
4.2.24 Test de Tukey para la variable interaccion Dosis*Cepas del fungicida extracto de
LS PPN 60
4.3 CLso de los aislados de Fusarium circinatum enmendados con los diferentes
FUNGICTABS ...ttt bbbttt bbb 61
4.4 DiSCUSION dE FESUITATOS.......c.eveiieeiirieiieteese et 65
CAPTTULO V.ot 69
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ..ot 69
51 CONGCLUSIONES. ...ttt ettt nre e e 69
5.2 RECOMENDACIONES. ... .ottt 70
GLOSARIO
BIBLIOGRAFIA
ANEXOS



INDICE DE TABLAS

Tabla 2-1: Clasificacidn taxonomica de PiNUS SPP. ...ccoveveiiiiieiiiiiie e 5
Tabla 2-2: Taxondmica de Fusarium CirCiNatUM...........cooevriiiiine e 9
Tabla 2-3: Clasificacién de los fungicidas de acuerdo con su modo de accién (MdA)............. 14

Tabla 2-4: Clasificacion de los fungicidas de acuerdo con su modo de accion y grupo quimico

Tabla 2-5: Fungicidas utilizados en el presente estudio............cocvrvrerereieiniinsese e 21
Tabla 3-1: Informacion de los aislados de F. circinatum utilizados en el presente estudio....... 31
Tabla 3-2: Listado de ingredientes activos y nombres comerciales que fueron utilizados. ....... 31
Tabla 3-3: Escala de sensibilidad propuesta por Liu (2020).........ccccoereieieiniininiieseseseeeenns 37

Tabla 4-1: Porcentaje de inhibicién de crecimiento de los aislados de F. circinatum en PDA

enmendado con diferentes dosis de Pyraclostrobin............cccocviiiiiieneicicc e 39

Tabla 4-2: Porcentaje de inhibicién de crecimiento de los aislados de F. circinatum en PDA con

diferentes dosiS de MEtil TIOFANALO .........evveieeeiiee ettt ettt e s et e s et e s et e e senreeesanneees 40

Tabla 4-3: Porcentaje de inhibicién de crecimiento de los aislados de F. circinatum en PDA

enmendado con diferentes dosis de TEDUCONAZON. ..........vvvieeeiee ettt 42

Tabla 4-4: Porcentaje de inhibicién de crecimiento de los aislados de F. circinatum en PDA

enmendado con diferentes dosisS de BOSCAlIT. ...........oooeeeee i 43

Tabla 4-5: Porcentaje de inhibicién de crecimiento de los aislados de F. circinatum en PDA

enmendado con diferentes dosis de extracto de tOMIll0..........oveveeeeeeeeeeeeeee e 44

Tabla 4-6: Porcentaje de inhibicién de crecimiento de los aislados de F. circinatum en PDA

enmendado con diferentes dosis de eXracto T8 . ........eeeeveeeeee et e e e s 46

Tabla 4-7: Andlisis de Varianza para la inhibicion del crecimiento micelial de F.

circinatum en medio enmendado con Pyraclostrobin ..o 46
Tabla 4-8: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes dosis del fungicida Pyraclostorbin ....... 47
Tabla 4-9: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes cepas del fungicida Pyraclostrobin....... 47

Tabla 4-10: Prueba de Tukey al 5% para la variable interaccion Dosis*Cepas del fungicida

PYFACIOSTIODIN ...t bbbt b e 48

Tabla 4-11: Analisis de Varianza para la inhibicion del crecimiento micelial de F.  circinatum

en medio enmendado con Metil tIOTANALO. .........vveeieee ettt e e e e 49

Xi



Tabla 4-12: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes dosis del fungicida Metil tiofanato..... 49
Tabla 4-13: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes cepas del fungicida Metil tiofanato .... 50

Tabla 4-14: Prueba de Tukey al 5% para la variable interaccion Dosis*Cepas del fungicida Metil

L0 k==L (O SRR 50

Tabla 4-15: Andlisis de Varianza para la inhibicion del crecimiento micelial de F. circinatum

en medio enmendado CON TEDUCONAZO .........cceviiiiiiiieie e 51
Tabla 4-16: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes dosis del fungicida Tebuconazol ........ 52
Tabla 4-17: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes cepas del fungicida Tebuconazol........ 52

Tabla 4-18: Prueba de Tukey al 5% para la variable interaccion Dosis*Cepas del fungicida
L= o1 (ol ] 7= V.o ] RSSO RUTRSS 53

Tabla 4-19: Andlisis de Varianza para la inhibicion del crecimiento micelial de F. circinatum en

medio enmendado CON BOSCAIU..........ccoiiiiiiiiiie e 54
Tabla 4-20: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes dosis del fungicida Boscalid............... 54
Tabla 4-21: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes cepas del fungicida Boscalid .............. 55

Tabla 4-22: Prueba de Tukey al 5% para la variable interaccién Dosis*Cepas del fungicida
BOSCAIIG. ...ttt et e et aen e 55

Tabla 4-23: Andlisis de Varianza para la inhibicién del crecimiento micelial de F. circinatum en

medio enmendado con extracto de tOMITI0 ........ccoceviiiiiiiiieicc s 56
Tabla 4-24: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes dosis del fungicida extracto de tomillo57

Tabla 4-25: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes cepas del fungicida extracto de tomillo

Tabla 4-26: Prueba de Tukey al 5% para la variable interaccién Dosis*Cepas del fungicida

Lo (e (o I o (<0 (0] 1 41| 1 (o TP TP 58

Tabla 4-27: Analisis de Varianza para la inhibicion del crecimiento micelial de F. circinatum en

medio enmendado con eXraCto A Th........ccveiieiece e e e 59
Tabla 4-28: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes dosis del fungicida extracto de té ....... 59
Tabla 4-29: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes cepas del fungicida extracto de té....... 60

Tabla 4-30: Prueba de Tukey al 5% para la variable interaccion Dosis*Cepas del fungicida

EXETACED TB T8 ..ottt e e et e e e et e e e et e e e et e e e et e e e et e e na et e e ea e e naneean 60

Tabla 4-31: CLso de los aislados de Fusarium circinatum enmendados con los diferentes

FUNQICTOAS ...ttt bbbttt b ettt b 61

Xii



Tabla 4-32
Tabla 4-33
Tabla 4-34
Tabla 4-35
Tabla 4-36

Tabla 4-37

: CLso de cada cepa y fenotipo detectados para Pyraclostrobin.............cccccoeveinnn.

: CLso de cada cepa y fenotipo detectados para Metil tiofanato ............c.cccccevenennen,

: CLso de cada cepa y fenotipo detectados para Tebuconazol

: CLso de cada cepa y fenotipo detectados para Boscalid .......

: CLso de cada cepa y fenotipo detectados para extracto de tomillo.........................

: CLso de cada cepa y fenotipo detectados para extracto de té

Xiii



INDICE DE ILUSTRACIONES

lustracion 3-1: Ubicacion del laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Recursos Naturales
S ESPOCH ... bbbttt ettt ne s 28

lustracion 4-1: TCM de F. circinatum en medio PDA enmendado con Pyraclostrosbin en

Lo TN AL R0 (01T F PP 39

llustracion 4-2: TCM de F. circinatum en medio PDA enmendado con Metil tiofanto en

Lo TN AL R0 (01T F- PR 40

llustracién 4-3: TCM de F. circinatum en medio PDA enmendado con Tebuconazol en

Lo TN AL R0 (01T F PR 42

lustracién 4-4: TCM de F. circinatum en medio PDA enmendado con Boscalid en diferentes
[0 (0T TP 43

lustracién 4-5: TCM de F. circinatum en medio PDA enmendado con extracto de tomillo en

Lo TN LT RL Lo (01T F TP 44

lustracién 4-6: TCM de F. circinatum en medio PDA enmendado con extracto de té en

Lo LN AL Lo (01T F TP 45

Xiv



INDICE DE ANEXOS

ANEXO A: CRECIMIENTO DE LAS SEIS CEPAS DE Fusarium circinatum EN LAS CAJAS
PETRI ENMENDADO CON PYRACLOSTROBIN

ANEXO B: CRECIMIENTO DE LAS SEIS CEPAS DE Fusarium circinatum EN LAS CAJAS
PETRI ENMENDADO CON METIL TIOFANATO

ANEXO C: CRECIMIENTO DE LAS SEIS CEPAS DE Fusarium circinatum EN LAS CAJAS
PETRI ENMENDADO CON TEBUCONAZOL

ANEXO D: CRECIMIENTO DE LAS SEIS CEPAS DE Fusarium circinatum EN LAS CAJAS
PETRI ENMENDADO CON BOSCALID

ANEXO E: CRECIMIENTO DE LAS SEIS CEPAS DE Fusarium circinatum EN LAS CAJAS
PETRI ENMENDADO CON EXTRACTO DE TOMILLO

ANEXO F: CRECIMIENTO DE LAS SEIS CEPAS DE Fusarium circinatum EN LAS CAJAS
PETRI ENMENDADO CON EXTRACTO DE TE

ANEXO G: PREPARACION DEL MEDIO PDA POTATO DEXTROSE AGAR
ANEXO H: PRODUCTOS DE FUNGICIDAS UTILIZADOS

ANEXO I: PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK

ANEXO J: METODOLOGIA in vitro

ANEXO K: SENSIBILIDAD in vitro

ANEXO L: GRAFICAS DE PORCENTAJE DE INHIBICION PARA FACTOR AY FACTOR
B DE PYRACLOSTROBIN

ANEXO M: GRAFICAS DE PORCENTAUJE DE INHIBICION PARA FACTORAY FACTOR
B DE METIL TIOFANATO

ANEXO N: GRAFICAS DE PORCENTAJE DE INHIBICION PARA FACTOR AY FACTOR
B DE BOSCALID

ANEXO O: GRAFICAS DE PORCENTAUJE DE INHIBICION PARA FACTOR AY FACTOR
B DE TEBUCONAZOL

ANEXO P: GRAFICAS DE PORCENTAUJE DE INHIBICION PARA FACTOR AY FACTOR
B DE EXTRACTO DE TOMILLO

ANEXO Q: GRAFICAS DE PORCENTAJE DE INHIBICION PARA FACTOR AY FACTOR
B DE EXTRACTO DE ARBOL DE TE

XV



ANEXO R: TABLA RESUMEN DEL FACTOR INTERACCION DOSIS:CEPA DE LOS
DIFERENTES PRODUCTOS UTILIZADOS

XVi



RESUMEN

El incremento de enfermedades en plantas causadas por fitopatdégenos ha sido preambulo para
gue se busque maneras de controlarlas, Fusarium circinatum es un patdgeno de las especies de
Pinus spp produciendo cancro y damping-off. Este estudio tuvo como objetivo determinar la
sensibilidad in vitro de Fusarium circinatum asociado a muerte de plantulas de Pinus radiatay
Pinus patula en vivero a fungicidas y bioproductos de diferente modo de accion. Se establecié la
tasa de crecimiento micelial y la concentracion letal 50 (CLso) para los principios activos:
Pyraclostrobin, Metil tiofanato, Boscalid y Tebuconazol y para los bioproductos de extracto de
tomillo y arbol de té, los cuales utilizados en dosis de 0; 0,1 ;1 ;10 y 100 ppm. Se realiz6 la
medicion de crecimiento micelial de Fusarium circinatum cada 24 h, hasta que el ensayo testigo
complete su crecimiento en toda la caja Petri. Acto seguido se utiliz6 un disefio completo al azar
bifactorial con tres repeticiones utilizando por cada repeticion cajas Petri y la interpretacion fue
realizada mediante graficos de cajay bigote (box-plot). Los resultados demostraron que Fusarium
circinatum resulté muy sensible segln la escala de Liu ante Tebuconazol y Pyraclostrobin como
principio activo ya que gener6 el mayor efecto inhibitorio en el crecimiento micelial conla
concentracion 1 ppm en comparacion a los demas productos utilizados en este estudio, ademéas
que alcanzo la menor concentracion letal 50 (CLso) con un promedio de 0,0024 mg/L con el
aislado FC1P y FC3R de Fusarium circinatum. Por lo que se recomienda el uso de Tebuconazol
y Pyraclostrobin en vivero resultando una alternativa conveniente para el control de Fusarium
circinatum asimismo, realizar estudios de sensibilidaddiferentes a los principios activos de este

estudio para el control de hongos causantes de enfermedades en especies forestales.

Palabras clave: <Fusarium circinatum> <CANCRO RESINOSO> <SENSIBILIDAD in vitro>
<CRECIMIENTO MICELIAL> <CONCENTRACION LETAL 50>.
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ABSTRACT

The increase in plant diseases caused by phytopathogens has been a preamble to seeking ways to
control them. Fusarium circinatum is a pathogen of Pinus spp. species, producing canker and
damping-off. This study aimed to determine the in vitro sensitivity of Fusarium circinatum
associated with the death of Pinus radiata and Pinus patula seedlings in the nursery to fungicides
and bioproducts with different modes of action. The mycelial growth rate and lethal concentration
50 (LCso) were established for the active ingredients: Pyraclostrobin, Methyl thiophanate,
Boscalid, and Tebuconazole and for the bioproducts of thyme and tea tree extract, which were
used in doses of 0; 0.1; 1; 10 and 100 ppm. The mycelial growth measurement of Fusarium
circinatum was carried out every 24 hours until the control test completed its growth in the entire
Petri dish. Next, a bifactor complete randomized design was used with three repetitions using
Petri dishes for each repetition, and the interpretation was carried out using box-and-whisker plots
(box-plot). The results showed that Fusarium circinatum was very sensitive according to Liu's
scale to Tebuconazole and Pyraclostrobin as the active ingredient since it generated the most
significant inhibitory effect on mycelial growth with the one ppm concentration compared to the
other products used in this study, in addition, that reached the lowest lethal concentration 50
(LCso) with an average of 0.0024 mg/L with the isolate FC | P and FC3R of Fusarium circinatum.
Therefore, using Tebuconazole and Pyraclostrobin in the nursery is recommended, resulting in a
convenient alternative for controlling Fusarium circinatum. Likewise, different sensitivity studies
must be carried out to the study's active ingredients to control fungi that cause diseases in forest

species.

Keywords: <Fusarium circinatum> <RESIN CANCER> <SENSITIVITY in vitro>
<MYCELIAL GROWTH> <LETAL CONCENTRATION 50>.
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INTRODUCCION

Fusarium circinatum es un hongo especifico de pino causante de enfermedades a nivel de vivero
y de campo. En campo la enfermedad se denomina chancro resinoso. A nivel de vivero causa la
enfermedad denominada damping-off. Hasta el 2021 no existian reportes oficiales en el Ecuador
de dicho pat6égeno (Tixi, 2022, p.24). En este estudio y debido a la importancia de este patdégeno en
el sector forestal y particularmente para el pino, se hicieron estudios de sensibilidad in vitro, para
validar diferentes productos con el afan de tener alternativas para el manejo sostenible de

Fusarium circinatum en pino en el Ecuador

Los problemas de F. circinatum en pino se pueden reflejar tanto en vivero donde puede existir
pérdida total de las plantulas, o a nivel de campo en dénde las plantas que estan enfermas y luego
se trasplantan en el campo tienen una probabilidad reducida de sobrevivir y pueden convertirse
en puntos de origen o fuentes de indculo (Campbell., et al. 1990, p.28).

Es notoria la insuficiente disponibilidad de informacién acerca de esta patologia de pino que
afecta profundamente el ciclo inicial de vida de los pinos. Esto es especialmente relevante
considerando que en el Ecuador hay vastas extensiones de tierra reforestadas con esta especie,

principalmente debido a su alta demanda en el mercado (Cibrian & Garcia, 2008, p.6).

Por otro lado, los principales productos fitosanitarios disponibles en el mercado ecuatoriano estan
registrados para especies agricolas y no existen productos registrados o validados para el control
de F. circinatum en pino, entonces no se posee informacidn para especies forestales, por lo que
el presente trabajo aporta con informacién relevante para el manejo integrado de enfermedades

en el area forestal.

Ante esta situacion, se propuso abordar esta problematica de F. circinatum en pino a través de
una investigacion orientada a validar un método de control eficaz frente a la pérdida de plantulas
a nivel de vivero. Este enfoque involucrd la implementacion de experimentos in vitro usando seis
cepas distintas de F. circinatum obtenidas tanto de Pinus radiata como de P. patula, con seis
diferentes productos de diferente modo de accion, las cuales fueron Tiofanato metil,

Pyraclostrobin, Tebuconazol, Boscalid, extracto de té y extracto de tomillo



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1  Planteamiento del problema

El incremento de enfermedades en plantas causadas por fitopatdgenos ha sido preambulo para
que se busque maneras de controlarlas. Fusarium circinatum es un patégeno de las especies de
Pinus spp. produciendo cancro y damping-off, la problematica del presente estudio se centrd en
determinar una opcion de control in vitro de Fusarium circinatum siendo un agente causal de

pérdidas econdmicas a nivel de vivero y en plantaciones forestales.

En la actualidad no se dispone de informacion relacionada sobre la sensibilidad in vitro de cepas
de Fusarium circinatum a fungicidas de diferente modo de accién y a bioproductos, lo que
imposibilita la integracion de estas dos formas en el manejo integrado de enfermedades en

especies forestales y en particular de F. circinatum en pino.

A nivel de vivero Fusarium circinatum se reporta como el principal agente patogénico fungoso
causante de damping-off en pino y empresas productoras de pino en el Ecuador debido a la falta
de informacion se ven con problemas para enfrentar este patdgeno.

1.2 Objetivos

Objetivo General

Analizar la sensibilidad in vitro de seis cepas de Fusarium circinatum a fungicidas y a

bioproductos de diferente modo de accion.
Obijetivos Especificos
o Determinar la tasa de crecimiento micelial de seis cepas de Fusarium circinatum en
medios de cultivo enmendados con fungicidas y bioproductos de diferente modo de

accion.

e Calcular la concentracion letal 50 (CLso) de fungicidas y bioproductos de diferentes

modos de accion a seis cepas de Fusarium circinatum.



1.3 Justificacion

El cancro resinoso del pino es una enfermedad provocada por el hongo del Phylum Ascomycota
Fusarium circinatum. Este patdgeno tiene un impacto especialmente en especies pertenecientes
al género Pinus (Nirenberg & Donnell, 1998, p.4). Las especies de Fusarium son las principales
causantes del damping-off en los viveros, lo que resulta en una disminucion en la calidad de las

plantas y conlleva a pérdidas que pueden alcanzar hasta el 40% en la produccion (Cibrian & Garcia,
2008, p.6).

Considerando las problemaéticas asociadas a la produccién de plantulas en los viveros, este estudio
rene una amplia gama de informacién esencial que puede respaldar decisiones eficaces para
contrarrestar las pérdidas que podrian afectar a los nuevos individuos destinados a futuras
plantaciones forestales, especificamente en los casos de Pinus radiata y P. patula. La meta
principal es mitigar las posibles pérdidas econémicas que podrian recaer sobre las empresas
forestales.

Para alcanzar este objetivo, se propuso investigar la sensibilidad in vitro de Fusarium spp. a
fungicidas con diversos modos de accion. Esto conllevo a la exploracion de alternativas viables
para el control de la enfermedad y, en Gltima instancia, a identificar la mejor opcion en términos
del manejo de este patdgeno en el entorno de los viveros. A través de este analisis, se busca no
solamente proteger la salud de las plantulas, sino también optimizar el aspecto econémico para
las empresas forestales al reducir las posibles pérdidas que podrian surgir de los ataques de

Fusarium circinatum.

Mediante los resultados obtenidos, se buscd proponer enfoques de manejo alternativos con el
objetivo de prevenir pérdidas de consideracion. Este estudio tuvo como fin proporcionar pautas
valiosas para la proteccion y cuidado de estas especies forestales, minimizando los impactos
negativos de la enfermedad y garantizando asi un futuro méas saludable y productivo para la

industria forestal.

1.4  Hip6tesis

Nula

Ninguno de los fungicidas y bioproductos presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento micelial

de las cepas de Fusarium circinatum evaluadas.



Alterna

Al menos uno de fungicidas y bioproductos presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento

micelial de las cepas de Fusarium circinatum.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1 Pino

2.1.1 Taxonomia

Tabla 2-1: Clasificacion taxonémica de Pinus spp.

TAXONOMIA
Reino Plantae
Division Pinophyta
Clase Pinopsida
Orden Pinales
Familia Pinaceae
Género Pinus
Especie Pinus patula y P. radiata

Nombre Comun Pino

Fuente: D. Don, 1836

2.1.2 Descripcion general de Pino

El pino es una especie maderable que se emplea en una variedad de usos. Su madera es utilizada
en construcciones de gran importancia, siendo apta como material estructural para edificaciones
y para la carpinteria arquitectonica. Ademas, encuentra uso en construcciones ligeras, en la
fabricacion de embarcaciones y en la carpinteria interior. También es valorada en ebanisteria para
la creacion de paneles, pasamanos, barandas, molduras, postes y mangos para herramientas
(Rodriguez, 2019, p.16).

El pino es un arbol que puede alcanzar una altura de hasta 60 m y un diametro de 100 cm a la
altura del pecho (DAP). Se caracteriza por tener un tronco conico y recto, con una corteza interna
de tonos café y crema a rosaceos, que segrega resina. Sus hojas tienen una forma acicular y crecen
en grupos de tres. En cada grupo de hojas, se encuentran 12 flores masculinas con estambres en

disposicion peltada. Por otro lado, las flores femeninas se localizan en conos o estrébilos (Ecuador
forestal, 2010, p.1).



Las semillas de pino son consideradas ortodoxas, lo que significa que pueden ser almacenadas
durante varios afios manteniendo un contenido de humedad del 8% y almacenadas a una
temperatura de 4°C. Para mejorar la germinacién de estas semillas, es comdn dejarlas en
impresion de agua durante un periodo de 24 h. Aproximadamente, en 1 kg de semillas de pino se
pueden encontrar alrededor de 22000 unidades. El proceso de germinacion de estas semillas se

inicia alrededor del noveno dia y llega a su culminacion aproximadamente en el dia vigésimo
(Salazar et 1., 2001, p.29).

Los frutos del pino se presentan en la forma de pifias que crecen en agrupaciones de hasta 4 0 5
unidades, con una apariencia que recuerda a una corona. Estos frutos carecen de un pedinculo
notable y parecen estar adheridos a la rama. En su base, se nota una marcada asimetria, ya que las
escamas en el lado opuesto a la rama son méas prominentes. Estas pifias pueden permanecer en el
arbol durante varios afios sin abrirse, manteniendo esta caracteristica durante un periodo de

tiempo prolongado (Galan, 2007, p.1).

2.2 Pinus radiata

2.2.1 Descripcién botéanica

Este arbol tiene una altura que puede variar entre 13 y 33 m, con un didmetro normal que oscila
de 30 a 60 cm. Presenta una copa densa, estrecha y redondeada. La corteza es aspera y hundida,
con escamas de tonalidad café oscuro. Las ramas son robustas y se extienden, con un brillo
caracteristico cuando son jovenes. Las hojas crecen en grupos de tres o incluso en grupos de dos
en ciertos conjuntos. Los amentos, que son estructuras florales, son de color amarillento y los
conos, gue son las estructuras que contienen las semillas, tienen una forma amplia y ovoide. Estos

conos son asimétricos y resistentes, y permanecen cerrados durante varios afios (Martinez, 1948,
p.366).

El pino fue introducido en Ecuador en 1905 y la primera plantacion a gran escala tuvo lugar en el
paramo del volcan Cotopaxi. Su uso se extendié de manera mas amplia a partir de 1960,
convirtiéndose en la segunda especie forestal mas cultivada en la regién andina, después del
eucalipto (Minga, et al., 2016, p.61). En Ecuador, esta especie se encuentra ampliamente distribuida

en la mayoria de la Cordillera de los Andes (Vinueza, 2013, pag.5).

2.3 Pinus patula



2.3.1 Descripcion botanica

Se trata de un arbol que exhibe un tronco directo y cilindrico. Su altura puede variar de 20 a 40
m y su didmetro abarca desde 40 hasta 150 cm. Posee una copa con forma cénica y su corteza,

ubicada en la parte superior del tronco y en las ramas, es papiracea, escamosa y de tonalidad rojiza
(Vinueza, 2013, parr.3).

Sus hojas se presentan en agrupaciones de tres, ocasionalmente cuatro y en raras ocasiones cinco,
en ciertos fasciculos. Estas hojas son aciculares, delgadas y cuelgan verticalmente. Tienen un
color verde claro brillante y bordes finamente aserrados. Las flores crecen en inflorescencias, y
las flores femeninas son particularmente llamativas debido a su color amarillo cremoso o
anaranjado. Sus frutos se asemejan a conos largamente conicos, miden entre 7 y 9 centimetros, y
en algunas instancias llegan a medir hasta 12 cm. Estos frutos son sésiles, ligeramente curvados

y puntiagudos, generalmente agrupados de tres a seis, conteniendo semillas con alas (Vinueza, 2013,
parr.5).

Esta especie muestra una notable adaptacion a las condiciones de los bosques himedos y muy

himedos de montafia en niveles bajos (bh-MB) (Vinueza, 2013, pérr.6).

2.4 El Pino en el ambito econdmico en el Ecuador

El pino juega un papel significativo en la economia ecuatoriana debido a su amplio rango de

aplicaciones y a la demanda tanto a nivel nacional como internacional.

Carrion en el afio 2011 p. 7 expone que, en Ecuador, el pais tiene un total de 9.599.678,7 hectéareas
de bosques. Esta extension forestal representa alrededor del 34,7% de la superficie total del pais.
De ese gran porcentaje, aproximadamente el 98,5% corresponde a bosques naturales, 1o que
significa que son areas de bosque que han crecido y se han desarrollado de manera natural en el
entorno. Por otro lado, el restante 1,5% se dedica a plantaciones comerciales gestionadas por
razones econdmicas. Esto destaca la importancia de conservar y gestionar adecuadamente los

valiosos bosques naturales del pais.

Algunos aspectos gue destacan su importancia econémica en Ecuador son:

Industria Maderera: La madera de pino se utiliza en diversos sectores de la industria maderera,

como la construccion, carpinteria, fabricacion de muebles, embarcaciones y otros productos de



madera. Esta industria genera empleo y contribuye a la cadena de valor en el pais (Salvarria, 2023,
p. 20).

Exportaciones: Ecuador exporta productos de madera, como tableros y madera aserrada,
principalmente a mercados internacionales. El pino es una de las especies méas cultivadas y

cosechadas para estas exportaciones, 1o que genera ingresos para el pais (Salvarria, 2023, p. 20).

Generacion de Ingresos: La comercializacion de productos de pino, tanto a nivel local como
internacional, contribuye a la generacién de ingresos tanto para los productores como para el

Estado, a través de impuestos y aranceles (Salvarria, 2023, p. 20).

Sector Forestal: La plantacién y manejo de pino crea empleos directos e indirectos en el sector
forestal, incluyendo actividades de siembra, cuidado de cultivos, cosecha y procesamiento de

madera (Mendiola, 2016, p. 9 parr.5).

Desarrollo Rural: La produccion de pino puede ser una fuente importante de ingresos para
comunidades rurales y pequefios propietarios de tierras, contribuyendo al desarrollo econémico
local (Mendiola, 2016, p. 9 parr.9).

Sostenibilidad: La produccion de pino puede ser gestionada de manera sostenible, contribuyendo
a la conservacion de los recursos naturales y al mismo tiempo satisfaciendo las demandas de la

industria (Mendiola, 2016, p.11).

Inversiones y Tecnologia: La inversién en plantaciones de pino y tecnologias de cultivo y
procesamiento pueden impulsar la modernizacion del sector forestal y promover el desarrollo de

capacidades técnicas (Mendiola, 2016, p.11, parr.1).

Mercados Internacionales: La demanda de productos de pino en mercados extranjeros
proporciona una oportunidad para diversificar las exportaciones y fortalecer la posicion de

Ecuador en el comercio internacional (Mendiola, 2016, p.11, pérr.3).

En la region de la sierra ecuatoriana, el cultivo de pino ha experimentado un notable crecimiento,
especialmente en la parte norte de la provincia de Cotopaxi. Esta especie maderable demuestra

una alta adaptabilidad a las condiciones climaticas y edaficas presentes en esta provincia (Hofstede
etal., 1998, p.76).



La compafiia Aglomerados Cotopaxi S.A. se dedica principalmente al cultivo de pino, con
enfogue en las especies Pinus patula y P. radiata. A partir de estas plantaciones, se obtiene una
amplia gama de tableros que gozan de una alta demanda tanto a nivel nacional como internacional.
Esta empresa ha logrado destacar en el sector por la calidad de sus productos, lo que les permite

mantener un posicionamiento favorable en los mercados nacionales e internacionales (Toapanta et
al., 2014, p.94).

2.5 Fusarium circinatum

2.5.1 Taxonomia

Tabla 2-2: Taxondmica de Fusarium circinatum.

TAXONOMIA
Reino Fungi
Sub-reino Diario
Filo Ascomycota
Sub-filo Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Sub-clase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae
Género Fusarium

Fuente: Britz Et Al., 1991

2.5.2 Descripcion

El hongo Fusarium circinatum y su papel como agente causante de una enfermedad altamente
virulenta que afecta a los arboles coniferos. Lo que lo hace particularmente dafiino es su habilidad
para infectar estos arboles a través de maltiples vias. En primer lugar, el hongo puede infectar
directamente a los arboles a través de vias como heridas. Ademas, Fusarium circinatum también
puede propagarse de manera indirecta a través de factores como el viento y el agua. Esto implica
que las esporas del hongo pueden ser transportadas por el aire o el agua a areas donde los arboles

aun no estan infectados, lo que amplia la propagacion de la enfermedad (Romeralo, Carmen, et al.,
2018, p. 356).



Se ha observado que tanto las semillas como las pifias pueden ser afectadas por este patégeno, lo

gue constituye una via de dispersion del mismo (Flores, 2017, p. 23).

Dentro de los sintomas tipicos y caracteristicas de esta enfermedad:

Cambios en la coloracion de las aciculas: Se menciona que esta enfermedad provoca
cambios en la coloracion de las hojas en forma de agujas de los arboles. Estos cambios
pueden incluir tonos que van desde el amarillo hasta el rojo. Este es un sintoma visible

de la enfermedad (Aegerter et al., 2003, p. 13; D. Bezos et al., 2017, p. 282).

Caida de las aciculas (puntisecado): Ademas de afectar el color, la enfermedad también

puede llevar a la caida de las hojas en forma de agujas (Aegerter et al., 2003, p. 13; D. Bezos et
al., 2017, p. 282).

Desarrollo de lesiones exudantes de resina en el tronco central: En la parte central del
tronco de los arboles infectados, se forman heridas o lesiones que liberan resina. Estas

lesiones son visibles y dan lugar al nombre comtin de "chancro resinoso” (Aegerter et al.,
2003, p. 13; D. Bezos et al., 2017, p. 282).

Sintomas en ramas primarias y secundarias: La enfermedad también afecta las ramas
principales y secundarias de los arboles, aunque es menos comin que se manifieste en las

ramas mas pequefias, conocidas como ramas terciarias (Aegerter et al., 2003, p. 13; D. Bezos et
al., 2017, p. 282).

Esta enfermedad tiene un amplio impacto en las coniferas, ya que se ha observado en numerosas

especies. En la actualidad, se considera como una enfermedad forestal de importancia debido a

que su control se vuelve complicado debido a las variaciones ambientales y climaticas. Estas

condiciones pueden favorecer la dispersion de la enfermedad, lo que agrega una capa de desafio

a su manejo (Flores, 2017, p.17).

Esta enfermedad se considera como la mas significativa a nivel global en las coniferas, incluyendo

tanto a las especies silvestres como a las comerciales. Es importante destacar que no existe un

tratamiento curativo eficiente disponible para esta patologia, por lo que los enfoques y esfuerzos

se centran en estrategias preventivas para su manejo (Flores, 2017, p.19).
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2.5.3 Sintomas

Los sintomas de esta enfermedad son mas perceptibles en las aciculas jovenes, aunque también
pueden manifestarse en las aciculas maduras. Estos sintomas se manifiestan a través de un cambio
de color en las aciculas, que en primera instancia suele ser amarillo y posteriormente puede
tornarse grisaceo o marrén, e incluso una combinacidén de ambos colores. Es importante sefialar
que la especie Pinus radiata es aquella que presenta una sintomatologia mas evidente en relacion

con esta enfermedad (Dvorak, 2007, p.128).

Cada uno de los huéspedes de este hongo patdgeno presenta peculiaridades en la presentacion de
los sintomas de la infeccidn. A pesar de esto, es posible establecer ciertas caracteristicas generales

que simplifican su identificacion visual (Gordon & Wingfield, 2015, p.32).

La infeccidon comienza en una rama que tiende a decaer, lo que da lugar a un estrechamiento y
una especie de herida conocida como chancro o cancer en esa region. El crecimiento del chancro
puede ser en ambas direcciones, tanto en sentido distal como proximal. Mayormente, este
crecimiento tiende a extenderse hacia la parte superior del arbol, lo que resulta en la muerte de
ramas en la copa. Sin embargo, también se ha documentado que la afectacion puede propagarse

hacia la base del tronco (Flores, 2017, p.23).

2.5.4 Interaccion Fusarium spp. — planta

Los hongos del género Fusarium son responsables de enfermedades que se caracterizan por
ocasionar marchitez, tizones y pudriciones en cultivos tanto ornamentales como forestales, en
entornos agricolas y naturales (Villa et al., 2015, parr.4). Al igual que otros fitopatdgenos, este hongo
despliega diversas estrategias de infeccion. La especificidad del huésped varia segun cada especie
de Fusarium spp. El hongo puede sobrevivir en el suelo en forma de micelio o en forma de esporas
en ausencia de sus anfitriones. Cuando una planta hospedera se encuentra en las cercanias, la
infeccion puede iniciar en las raices, en partes de la planta que estan por encima del suelo, a través

del aire o incluso mediante el agua (Villa et al., 2015, parr.4).

Para que la infeccion sea exitosa, la interaccion entre el hongo y la planta sigue un proceso que
implica la activacion de diferentes conjuntos de genes. Este proceso abarca la sefializacion
temprana por parte del hospedero, la adhesion del hongo a la superficie de la planta, la ruptura
enzimatica de barreras fisicas, la contraprestacion de compuestos antifingicos producidos por la
planta, asi como la liberacién de micotoxinas que causan la inactivacion y muerte de las células

huésped (Agrios, 2005, p.44).
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2.5.,5 Fusarium circinatum en vivero

En el caso de las infecciones en el pino Oregdn, se distinguen por la muerte progresiva de las
partes apicales de la planta, sin la emision excesiva de resina que suele observarse en el género

Pinus. Ademas, es posible gque se desarrolle tejido calloso en las areas afectadas por la infeccién
(SAG, 20086, p.1).

Los sintomas que exhiben las plantas en vivero afectadas por Fusarium circinatum no difieren
significativamente de aquellas que fallecen debido a la pudricién de las raices causada por hongos
presentes en el suelo. En este caso, se observa un marchitamiento progresivo de la planta, lo que

finalmente desemboca en su fallecimiento (SAG, 2006, p. 2).

Tiene un impacto tanto antes como después de que las plantas emerjan, y provoca el
estrechamiento de los tallos y el deterioro de las raices en plantas en desarrollo en viveros
forestales (Garcia, Silvia E., et al., 2017, p. 896).

En los viveros se realiza una fase importante en el proceso de produccidn de plantas, que debe
garantizar la calidad y sanidad de los arboles, previa a su plantacion (Solano y Brenes, 2012, p.63).

La Comision Nacional Forestal (CONAFOR) establecié un ambicioso plan de restauracion que
abarca un periodo de cinco afios, desde 2013 hasta 2018. Este plan implicaba la reforestacion de
un millén de hectareas y la plantacion de un total de 180 millones de arboles en diversos tipos de
ecosistemas, que incluyen areas de clima templado-frio, tropical y arido-semiarido (CONAFOR,
2015). A pesar de estos esfuerzos loables, los viveros se enfrentan a un importante desafio
fitosanitario. Esta amenaza se manifiesta en una enfermedad que se conoce con varios nombres,
como el complejo Damping-off, mal del semillero, secadera de la planta, mal del talluelo,
ahogamiento y pudricion de raices. Este problema puede tener un impacto significativo en la salud

y el crecimiento de las plantas que se producen en 10s viveros (Garcia, Silvia E., et al., 2017, p. 897).

Se presenta en pre-emergencia, donde el hongo dafia al embridn antes de germinar y hay necrosis
de hipocotilo y cotiledones, o en postemergencia, cuando el hongo causa estrangulamiento del
tallo, a nivel del suelo, y muerte de la planta. El dafio tardio se manifiesta durante el desarrollo de
la planta, principalmente cuando el tallo ain no esta lignificado, causa pudricién de raiz y
doblamiento de la plantula, se manifiesta como un color rojizo en las aciculas y en raiz presenta

un color café (Peterson, 2008, p. 123; Solano y Brenes, 2012, p. 65).
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2.6 Fungicidas

Los compuestos fungicidas son responsables de la eliminacion y la prevencién del crecimiento
de hongos y sus esporas. Estos agentes se emplean para controlar la accion de hongos que resultan
dafinos para las plantas, incluyendo enfermedades como las royas y el mildid, asi como para
combatir plagas fungosas. Ademas, estos compuestos pueden ser utilizados para gestionar la
proliferacion de moho y hongos en otros entornos. Los mecanismos de accion de estos
compuestos varian, pero en su mayoria afectan las membranas celulares de los hongos o

interrumpen la produccion de energia en el interior de las células fungicas (National Pesticide
Information Center, 2019, parr.1).

2.6.1 Clasificacidon de los fungicidas

2.6.1.1 Fungicidas translaminares

Los fungicidas translaminares se caracterizan por su modo de movimiento, que es opuesto al de
los fungicidas sistémicos. Estos fungicidas pueden moverse de una parte especifica de una hoja
a otra (FRAC, 2019: pp.3-5). Para lograr rendimientos 6ptimos en los cultivos, es esencial aplicar
estas sustancias en plantas bien cubiertas (FRAC, 2019: pp.3-5). Estos fungicidas actGan al inhibir
el crecimiento y la produccién de esporas de los patégenos fungicos, y al igual que algunos
fungicidas protectores, pueden ser eliminados por la lluvia (Bhale et al., 2013: p. 797-801).

A partir de la informacion presentada, es posible llegar a la conclusién de que la actividad
terapéutica de los fungicidas translaminares es restringida, por lo general operando en un lapso
de 24 a 72 h desde el inicio de la infeccion. Ademas, estos fungicidas tienden a perder efectividad

una vez que los sintomas de la enfermedad comienzan a manifestarse (Almacellas y Marin 2013, p.
33).

2.6.1.2 Fungicidas sistémicos

Son aquellos que se absorben dentro de la planta. Esto significa que, cuando se aplica a la planta,
la planta los toma y los distribuye a través de sus hojas y raices. La ventaja de esto es que estos
fungicidas pueden llegar a todas las partes de la planta, incluyendo aquellas que no estan

directamente expuestas al tratamiento (McGrath, 2014, p. 5).

Los fungicidas sistémicos tienen impacto en diversas fases del ciclo de vida de los hongos (FRAC,
2019: pp. 3-5). No obstante, exhiben variados niveles de accién o movimiento en el sistema vegetal,
13



como desplazamiento, accién en el xilema, migracion, o una accion sistémica real (Bhale et al., 2013:
p. 797-801).

2.6.1.3 Fungicidas de contacto

También llamados fungicidas protectores, estos fungicidas se ubican en la superficie de las plantas
0 arboles (McGrath, 2014: p. 5). Funcidn Protectora: Su funcién principal es crear una especie de
barrera defensiva en la superficie de la planta. Esta barrera actia como un escudo que previene
gue los patégenos, como hongos u otros agentes causantes de enfermedades, penetren en la planta
o formen esporas en ella. Al evitar que los patdgenos entren o se desarrollen, estos fungicidas
ayudan a detener la propagacién de enfermedades (Almacellas y Marin 2013, p.33). Con respecto al
momento de la aplicacidn es esencial que estos fungicidas se los aplique antes de que ocurra la
enfermedad, como medida preventiva, y durante el desarrollo de la planta. Ademas, es importante
considerar las condiciones ambientales, ya que ciertas condiciones pueden favorecer la

propagacion de patdgenos (Bhale et al., 2013: p. 797-801).

2.6.2 Clasificacion de los fungicidas de acuerdo con los modos de accion segun el comité de
accion para la resistencia de fungicidas (FRAC)

Los fungicidas actuan bloqueando el crecimiento de los hongos, lo cual interfiere con los procesos
celulares mas esenciales (FRAC, 2019: pp. 3-5).

Tabla 2-3: Clasificacién de los fungicidas de acuerdo con su modo de accién (MdA)

Modo de accion Descripcion

A. Metabolismo de 4cidos Dificultan la sintesis de acidos nucleicos de ADN y ARN al
nucleicos reducir la produccion de enzimas como la ARN polimerasa |,
la adenosina deaminasa o la ADN topoisomerasa. Afectan en

la division celular.

B. Proteinas motoras y del La tubulina (microtdbulos-citoesqueleto), es una molécula
citoesqueleto esencial para la formacion y segregacion de los cromosomas
durante la division celular; la alteracion de la tubulina

perjudica los niveles posteriores de la mitosis.

C. Respiracion La respiracién es un proceso de oxidacion complejo que
conserva la energia liberada durante la descomposicion de las
moléculas (por ejemplo, los hidratos de carbono) mediante la

produccion de ATP y ADP.

D. Sintesis de aminoacidos y Inhibicion de la biosintesis de la metionina (gen cgs) y de la
proteinas secrecion de las enzimas implicadas en la transferencia de
informacion del ARN en la sintesis de una secuencia de

aminoacidos.
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E. Transduccién de sefales

Estad formado por sustancias que alteran la transduccion de
sefiales e inhiben los mecanismos metabdlicos que permiten a
las células adaptarse a su entorno. MAP/histidina-quinasa en
la transduccion de sefiales osmotica (0S-2, HOG1).

F. Transporte o sintesis de
lipidos/funcién o integridad de la
membrana

Alteran la sintesis de lipidos y la integridad de las membranas
celulares. Afectan a la permeabilidad de la membrana al influir
en la formacion de glicolipidos.

G. Biosintesis de esterol en las
membranas

Inhibidor de enzimas o procesos enzimaticos en la biosintesis
de esteroles. Los esteroles estan presentes en las membranas
celulares de algunos hongos (ascomicetos y basidiomicetos,
pero no bacterias ni oomicetos) y confieren estabilidad y
control de permeabilidad.

H. Biosintesis de la pared
celular.

Evitan que la glucosamina se una a la quitina de la pared
celular. La glucosamina es el principal componente estructural
de la pared celular de los hongos; la inhibiciéon de este
componente conduce a una ruptura de la integridad de la pared
celular.

P. Induccion de defensas en la planta huésped

U. Modo de accién desconocido

NC. No clasificado

M. Productos quimicos con actividad multi-sitio

BM. Productos bioldgicos con multiples modos de accion

Fuente: FRAC, 2019: pp. 12-18

Tabla 2-4: Clasificacion de los fungicidas de acuerdo con su modo de accién y grupo quimico

MdA Cadigo y punto de Nombre grupo Grupo quimico Nombre comun Cadigo
accion FRAC
Al: fungicidas PA acilalaninas benalaxil 4

ARN polimerasa | (fenilamidas) benalaxil-M
§ =kiralaxil
g (=kiralaxil)
3 metalaxil
c
] metalaxil-M
=
& (=mefenoxam)
[}
g A2: hidroxi- (2- hidroxi- (2- bupirimato 8
2 adenosin amino-) amino-)
o
'§ desaminasa pirimidinas pirimidinas
(5]
= A3: sintesis de heteroaromaticos isoxazoles himexazo 32
< ADN/ ARN

(propuesto)
o o B1: fungicidas MBC benzimidazoles tiabendazol 1
© > +
s 9 %J:J ensamblaje de la (Metil
- P E
DE_ g © g B-tubulina en Benzimidazol
o

o E S mitosis Carbamatos) tiofanatos metil tiofanato
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B2: ensamblaje de N-fenil N-fenil dietofencarb 10
la R-tubulina en carbamatos carbamatos
mitosis
B3: ensamblaje de benzamidas toluamidas zoxamida 22
la R-tubulina en
mitosis
B4: division celular fenilureas fenilureas pencicuron 20
(sitio desconocido
B5: deslocalizacion benzamidas Piridinilmetil- fluopicolida 43
de proteinas tipo benzamidas
espectrina
B6: funcion de la aril-fenil-cetonas Benzofenonas metrafenona 50
actina/miosina/
benzoilpiridinas (piriofenona)
fimbrina
Cc2: SDHI fenil-benzamidas flutolanil 7
complejo II: (Inhibidores fenil-oxi-etil (isofetamid)
succinato de la Succinato tiofeno amidas
deshidrogenasa deshidrogenasa) piridinil- fluopiram
etilbenzamidas
Oxatin- carboxina
carboxamidas
pirazol-4- benzovindiflupyr
carboxamidas bixafen
fluxapyroxad
isopirazam
pentiopirad
piridincarboxamid boscalida
S as
§ C3: complejo IlI: fungicidas Qol metoxi-acrilatos azoxistrobin 11
.q;'; citocromo bcl (Inhibidores metoxi- piraclostrobin
5 (ubiquinol oxidasa) externos de la carbamatos
en el sitio Qo (gen Quinona) oximino-acetatos kresoxim-metil
citb) trifloxistrobin
oxazolidina- amoladona
dionas
dihidro- fluoxastrobin
dioxazinas
imidazolinonas fenamidona
C4: fungicidas Qil ciano-imidazoles ciazofamida 21
complejo II: (Inhibidores
citocromo bcl internos de la
(ubiquinona Quinona)
reductasa) en el sulfamoil- amisulbrom
sitio Qi triazoles
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membrana celular,

C5: dinitrofenil meptildinocap 29
desacopladores crotonatos
de la fosforilacion
oxidativa 2,6-dinitroanilinas fluazinam
C7: transporte de tiofeno- tiofeno- siltiofam 38
ATP (propuesto) carboxamidas carboxamidas
C8: complejo IlI: fungicidas QoSlI triazolopirimidila ametoctradin 45
citocromo bcl (Inhibidores mina
(ubiquinona externos de la
reductasa) en el Quinona, unién
sitio Qo, subsitio de tipo
union de estigmatelina)
estigmatelina
D1: fungicidas AP anilino- ciprodinil 9
- biosintesis (Anilino- pirimidinas mepanipirim
(72}
§ de metionina Pirimidinas) pirimetanil
Q
S (propuesto)
£ g8
E & (gen cgs)
T3
S 2
@0
3
£
w
A
El: aza-naftalenos ariloxiquinolinas quinoxifen 13
transduccion de
[7e}
< sefiales (mecanismo ——" —
« quinazolinonas proquinazid
% desconocido)
g E2: fungicidas PP fenilpirroles fludioxonil 12
he)
§ MAP/Histidinaquin (fenilpirroles)
3 asaen la
&
= transduccion de
L o "
sefiales osmotica
(0s-2, HOG1)
c F1: anteriormente dicarboximidas
=)
2 F3: fungicidas AH hidrocarburos metil tolclofos 14
=}
'L; § peroxidacion de la (Hidrocarburos aromaticos
o —
-g_ g célula (propuesto) Aromaticos)
= o
o E (clorofenoles,
O
2 nitroanilinas)
3 T
% g heteroaromaticos 1,2,4-tiadiazo etridiazol
e
° S F4: carbamatos carbamatos propamocarb 28
£t 2
8 £ Permeabilidad de la
2 o
©
s
o

acidos grasos
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(propuesto)

F5:

anteriormente fungicidas CAA

F6: disruptores microbiano Bacillus sp. y los Bacillus subtilis 44
microbianos de las (Bacillus sp.) fungicidas syn. B.
membranas lipopéptidos amyloliquefaciens
celulares del producidos * cepa QST 713
patégeno B.
amyloliquefaciens
cepa D747
F7: extracto vegetal hidrocarburos Extracto de 46
disrupcion de la terpénicos, Melaleuca
membrana celular alcoholes alternifolia (arbol
(propuesto) terpénicos y del té)
fenoles terpénicos  Aceites vegetales
(mezclas):
Eugenol, geraniol
y timol
Gl: fungicidas DMI imidazoles imazalil 3
C14- demetilasaen  (Inhibidores de la procloraz
la biosintesis de demetilacion) triazoles bromuconazol
esteroles ciproconazol
(ergll/cip51) (SBI: Clase I) difenoconazol
2 epoxiconazol
E fenbuconazol
-Q -
£ flutriafol
S .
@ ipconazol
o
& metconazol
o miclobutanil
3
3 penconazol
[<5)
a propiconazol
[%2]
2 tebuconazol
38 tetraconazol
o)
o triadimenol
triticonazol
triazolintionas protioconazol
G2: aminas morfolinas fenpropimorf 5
Al4-reductasa (“morfolinas”)
y
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A8—AT -
isomerasa
en la biosintesis
de esteroles
(erg24, erg2)

(SBI: Clase I1)

piperidinas

fenpropidin

spiroketal-aminas

spiroxamina
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G3: 3-ceto fungicidas KRI hidroxianilidas fenhexamida 17
reductasa, (Inhibidores de la
desmetilacién C4 ceto Reductasa) : - -
Amino- fenpirazamina
(erg27) pirazolinona
(SBI: Clase I11)
= H5: fungicidas CAA  amidas del acido dimetomorf 40
(&)
g celulosa sintasa (Amidas del cindmico
f _ Acido valinamida bentiavalicarb
© s . .
@ % Carboxilico) carbamatos iprovalicarb
3 = .
E ° valifenalato
[%2]
g amidas del acido mandipropamida
T mandélico
P1: benzo-tiadiazol benzo-tiadiazol acibenzolar-S- P01
- asociado al BTH BTH metil
[<5]
g salicilato
=}
< P4: polisacaridos ~ compuesto natural polisacaridos laminarin P04
8 elicitores
o
< P7: fosfonatos fosfonatos etil fosfonatos fosetil-Al P07
c 7 s
2 4cido fosforoso y (33)
e sus sales
L
] (fosfonato
[
© L -
c potésico)
h=]
8
>
e]
£
i
2 Desconocido cianoacetamidaox  cianoacetamidaox cimoxanilo 27
b - . .
c g 5 ° ima ima
2 2 § T _ _ —
§ g S 5 anteriormente fosfonatos (codigo 33), reclasificado a P07 en 2018
v E E
© o % <]
S 2 o 3 - e e - - - -
o 8 ¢ § Desconocido fenil-acetamida fenil-acetamidas ciflufenamid U 06
=532
8 [og
e D



disrupcion de la guanidinas guanidinas dodina u12
membrana celular
(propuesto)
Desconocido diversos diversos aceites minerales, NC
o aceites organicos,
]
ksl sales inorganicas,
=
(%2} - .
© material de origen
o
2 biolégico
G
z
actividad de inorganico inorgénico cobre (diferentes M 01
contacto multi-sitio (electrofilos) sales)
° inorgénico inorgénico azufre M 02
= (electrofilos)
5 ditiocarbamatosy  ditiocarbamatos y mancozeb M 03
S
9 relacionados relacionados metiram
2 (electréfilos) tiram
=
3 ziram
c
8 ftalimidas ftalimidas captan M 04
(%2}
é (electréfilos) folpet
g cloronitrilos cloronitrilos clortalonil M 05
é (ftalonitrilos) (ftalonitrilos)
§ (mecanismo
c_T_ inespecifico)
2 quinonas quinonas ditianona M 09
(antraquinonas) (antraquinonas)
(electréfilos)
Competencia, Microbiano Trichoderma spp. Trichoderma BM 02

BM: Productos bioldgicos con multiples

modos de accion

micoparasitismo, (Trichoderma
antibiosis, enzimas spp.)
liticas y resistencia

inducida

y los metabolitos
fungicidas
producidos

asperellum Cepas:
ICC012, T25, T34

Trichoderma
atroviride Cepas:
T11, SC1

Trichoderma
gamsii Cepa:
1CC080
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Trichoderma
harzianum rifai
Cepa: T22

Fuente: FRAC, 2019: pp. 12-18

2.6.3 Fungicidas utilizados

Tabla 2-5: Fungicidas utilizados en el presente estudio

Mecanismo de

Fungicida Modo de accién Accion Ingrediente activo
Nombre coman: El fungicida El mecanismo por el La estrobirulina posee una
Pyraclostrobin Pyraclostrobin  presenta cual Pyraclostrobin amplia actividad fungicida,
Nombre quimico: N-{2- efectos preventivos, ejerce su efecto abarcando Ascomicetos,
[1-(4-chlorophenyl)-1H-  curativos y erradicantes. involucra la inhibicién Basidiomicetos, Deuteromicetos
pyrazol- Especificamente, de la respiracion 'y Oomicetos en su control,
3yloxymethyl]phenyl} Pyraclostrobin actia como  mitocondrial del hongo. principalmente. Su accién es

(N methoxy) carbamate

un agente protectante,
curativo y translaminar.
Por otro lado,
Epoxiconazole ejerce una
accion sistémica y de
prolongada  persistencia
(Brunke et al., 2015: pp.
425-448).

Esta accion conlleva a la
reduccion de la energia
necesaria  para los
procesos  metabolicos
del hongo, finalizando
en la muerte del
patégeno. Por su parte,
Epoxiconazole interfiere
en la sintesis de
ergosterol en la
membrana celular del
hongo. Esta interrupcion
provoca la acumulacion
de esteroles intermedios
toxicos, que a su vez
incrementa la
permeabilidad de la
membrana y detiene el
crecimiento del hongo
(Brunke et al., 2015: pp.
425-446).

maltiple, incluyendo
propiedades preventivas,
curativas, translaminar y local
sistémicas. El mecanismo de
accion se centra en la respiracion
mitocondrial, bloqueando la
formacion de ATP vy
obstaculizando la formacion y
penetracion de las esporas, lo
que se traduce en su funcién
preventiva. Ademas, interfiere
con el desarrollo del micelio en
las hojas, brindando una accion
curativa. Aunque su capacidad
de transporte acrépeto, basipeto
y por vapor es limitada, su
accion translaminar es
particularmente robusta (Brunke
et al., 2015: pp. 425-446).

Nombre comun:
Tiofanato Metil.
Nombre quimico:

Dimetil 4,4’-0-fenilenbis
(3-tioalofanato)

El iprodione actia como
un fungicida de contacto,
con efectos tanto
protectores como
curativos, ya que interfiere
con la germinacion de las
esporas y el crecimiento
del micelio (Kim et
al.,2016: pp.254-259).

Su modo de accion se
basa en la inhibicion de
la proteina kinasa, lo que
perturba las sefales
intracelulares
responsables de
controlar diversas
funciones celulares,
entre ellas la
incorporacion de
carbohidratos en los
componentes celulares
del hongo (Kim et
al.,2016: pp.254-259).

El mecanismo de accion de este
fungicida involucra la inhibicion
del crecimiento del micelio del
hongo y la germinacion de sus
esporas. En la superficie de la
planta, se transforma en un
compuesto  conocido  como
benzimidazol metilcarbamato, o
carbendazim.  Este  dltimo
compuesto es absorbido mas
eficientemente y se transporta a
través de la savia bruta de la

planta, mostrando una alta
efectividad en el control de los
hongos patégenos. Es

especialmente mas eficaz que el
tiofanato, otro tipo de fungicida
(Kim et al.,2016: pp.254-259).

Ademés de su accién sobre los
hongos, este fungicida también
muestra cierta actividad sobre
los cloroplastos de las células
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vegetales y sobre la fotosintesis,
lo que mejora el color verde de
las hojas. También se utiliza en
la desinfeccién de semillas y
bulbos para prevenir la
propagacion de enfermedades
fangicas (Kim et al.,2016:
pp.254-259).

Nombre comdn:
Boscalid

Nombre quimico: 2-
cloro-N-(4’clorobifenil-

2-il)-nicotinamida

El fungicida en cuestién
presenta un modo de
accion sistémico-
translaminar.

Su mecanismo de accion
radica en la inhibicion
de la respiracion celular
de los hongos, lograda al

interferir con el
funcionamiento del
complejo Il en la
mitocondria, una
organela clave en el
metabolismo  celular.

Ademas de esta
inhibicion, el fungicida
también tiene la
capacidad de reducir la
sintesis de aminoacidos
y otros compuestos
celulares que se originan
en el ciclo de Krebs, una
serie  de reacciones
quimicas esenciales para
la generacion de energia
en la célula (Aguilera,
2023: p. 42-43).

Esta accion se extiende a
multiples fases del ciclo
biolégico del hongo. Por
ejemplo, la capacidad de
inhibir la germinacién
de esporas, que son la
forma inicial de
propagacion del hongo,
resulta en la prevencién

de su desarrollo.
Asimismo, el fungicida
interrumpe el

crecimiento del tubo
germinativo, que es la
estructura que la espora
forma para penetrar en
los tejidos de la planta.
También tiene un efecto
sobre la formacion de
apresorios,  estructuras
que permiten al hongo
adherirse a la planta y

facilitar la infeccion
(Aguilera, 2023: p. 42-
43).

El fungicida, por tanto,
influye en mdaltiples
aspectos del ciclo vital
del hongo, lo que

conlleva a la detencion
del crecimiento micelial
y, por ende, al control de
la enfermedad que
causa. Su naturaleza
sistémica y translaminar
significa que puede ser

Anilida con actividad fungicida
sisttmica y traslaminar de
efectos preventivos: inhibe la
germinacion de esporas, y
curativos: impide el desarrollo
del tubo germinativo y la
formacion de apresorios. En
algunos hongos también tiene
efectos sobre el crecimiento
miceliar y el desarrollo de las
esporas. Aplicado sobre la
superficie foliar, se absorbe y se
mueve en direccion acropeta
hacia las puntas y los bordes de
las hojas, el movimiento
traslaminar es del haz al envés
de la hoja. Inhibe la enzima
succinato ubiquinona reductasa,
conocida como  complejo
citocromico 11, en la cadena de
transporte de electrones en la
membrana  mitocondrial.  El
complejo citocrdmico Il no sélo
contribuye a la produccién de
energia, sino que regula la
formacion de bloques para los
aminodcidos y los lipidos. Por
inhibicién del complejo
citocromico Il, impide el
desarrollo del hongo privando a
las células de su fuente de
energia y elimina la formacién
de bloques para la sintesis de los
componentes esenciales de las
células. Por su modo de accién
tan particular, es eficaz contra
hongos resistentes a los
inhibidores de los esteroles,
dicarboximidas,
benzimidazoles,
anilinopirimidinas, fenilamidas
y estrobilurinas. Sin embargo, si
se usa repetida y exclusivamente
puede hacer que las cepas menos
sensibles desarrollen
resistencias, por lo que deben
seguirse las recomendaciones
para evitar resistencias como la
de utilizar otros fungicidas
alternativos de diferentes modos
de accion.
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absorbido por la planta y
distribuido a través de
sus tejidos, mejorando
su eficacia en el control
de los  patdgenos
fangicos en  varias
etapas de su ciclo
biolégico (Aguilera,
2023: p. 42-43).

Nombre comun:
Tebuconazol

Nombre quimico: (RS)-
1-p-clorofenil-4,4-
dimetil-3-(1H-1,2,4-
triazol-1lilmetil) pentan-
3-ol

El modo de accién de este
fungicida se basa en la
inhibicion de la sintesis
del ergosterol en el hongo
parésito que afecta a la
planta huésped. El
ergosterol es un
componente esencial de la
membrana celular de los
hongos, y su presencia es
crucial para mantener la
integridad y la funcion
normal de la membrana.
Al interferir con la sintesis

del ergosterol, este
fungicida provoca una
serie de efectos

perjudiciales en el hongo
(FRAC, 2020; Klix et al.,

2007; citados en
Odintsova et al., 2020:
p.3).

Especificamente, al
inhibir la biosintesis del
ergosterol, el fungicida

conduce a la
acumulacién  de un
compuesto llamado
lanosterol en la
membrana celular del
hongo. Esta

acumulacion altera la
permeabilidad y la
funcionalidad normal de
la membrana, lo que
afecta la capacidad del
hongo para regular el
paso de moléculas
esenciales dentro y fuera
de la célula. Esta
disrupcién en la
membrana celular
interfiere con procesos
vitales para el hongo,
incluido el transporte de
nutrientes y la excrecion
de desechos (FRAC,
2020; Klix et al., 2007;
citados en Odintsova et
al., 2020: p.3).

El resultado final de este
proceso es la detencion
del crecimiento  del
patégeno. Al no poder
sintetizar ergosterol y
mantener una membrana
celular  funcional, el
hongo es incapaz de
multiplicarse y
desarrollarse
normalmente. Como
resultado, su ciclo de
vida se ve interrumpido,
lo que a su vez conlleva
a una reduccion en la
infeccion y dafio a la
planta huésped (FRAC,
2020; Klix et al., 2007;
citados en Odintsova et
al., 2020: p.3).

En resumen, este
fungicida actGa a nivel
molecular, perturbando
la sintesis del ergosterol
y causando una
desestabilizacion en la
membrana celular del
hongo, lo que finalmente
detiene su crecimiento y
desarrollo (FRAC,

Es un triazol sistémico que
exhibe actividades fungicidas
preventivos, curativas y
erradicativas. Su accion se basa
en su influencia sobre el proceso
de biosintesis del ergosterol en
los hongos patogenos, lo que a
su vez afecta la formacidn de las
paredes celulares del hongo
(FRAC, 2020; Klix et al., 2007;
citados en Odintsova et al.,
2020: p.3).

Los hongos necesitan ergosterol
para construir y mantener la
integridad de sus membranas
celulares, que son esenciales
para su funcionamiento y
supervivencia. El mecanismo de
accion del benzimidazol
involucra la interferencia con la
sintesis normal de ergosterol en

el hongo. Al hacerlo, el
fungicida interrumpe la
formacién adecuada de las
membranas celulares,

debilitando la estructura de las
células fungicas (FRAC, 2020;
citados en Odintsova et al.,

2020: p.4).

Especificamente, el
benzimidazol impide la
desmetilacion del C14 del

lanosterol, un precursor en la
sintesis del ergosterol. Esto da
como resultado la acumulacién
de trimetilesteroles en lugar del

ergosterol  deseado en la
membrana celular del hongo.
Esta alteracion en la
composicion lipidica de la

membrana afecta negativamente
su integridad y funcién (FRAC,
2020; Klix et al., 2007; citados
en Odintsova et al., 2020: p.4).

En el caso especifico del
tebuconazol, que es un fungicida
triazol, se interrumpe un paso
posterior en la sintesis de
esteroles. Esta interrupcion lleva
a la acumulacion de
trimetilesteroles y otros
esteroles en la membrana celular
del hongo. Esta acumulacién
causa una disfuncion en la
membrana, lo que compromete
su capacidad para mantener la
estructura y la funcionalidad
normales (FRAC, 2020; Klix et
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2020; Klix et al., 2007;
citados en Odintsova et
al., 2020: p.3).

al., 2007; citados en Odintsova
etal., 2020: p.5).

En  conjunto, el efecto
acumulativo de estas
alteraciones en la sintesis de
esteroles resulta  en la
debilitacion de la membrana
celular del hongo, lo que afecta
negativamente su viabilidad y
capacidad para crecer y
reproducirse. Como resultado,
se reduce la infeccion fingica en
las plantas tratadas con este
fungicida (FRAC, 2020; Klix et
al., 2007; citados en Odintsova
etal., 2020: p.5).

Benzimidazol se centra en
interferir con la sintesis del
ergosterol y otros esteroles en
los hongos patogenos. Esto
afecta la integridad y la funcién
de las membranas celulares,
debilitando la estructura de las
células fungicas y reduciendo su
capacidad para crecer y causar
infecciones en las plantas
(FRAC, 2020; Klix et al., 2007;
citados en Odintsova et al.,
2020: p.5).

Nombre comun:
Extracto de tomillo
Nombre quimico:
Thymus vulgaris

Transporte o sintesis de

lipidos/funcion 0
integridad de la
membrana.

Disrupcion de la
membrana celular
(propuesto).

Movilidad: Contacto.

El tomillo tiene una alta

capacidad
antibacteriana, utilizada
para prevenir

microorganismos, y esto
no deja un efecto
quimico en el cuerpo del
receptor (Preparacion de
extracto de tomillo
como  fungicida vy
bactericida, 2018, par.
2). La actividad i6nica
que poseen los extractos
vegetales le permite
penetrar la pared celular
de los microorganismos
y destruirlos sin afectar
la planta (Preparacion de
extracto de tomillo
como fungicida vy
bactericida, 2018, par.
12).

8% Aceite esencial de tomillo
(Thymus wvulgaris) lo cual nos
garantiza un 3% de timol
ademés de otros componentes
activos propios de este aceite
esencial.

Nombre comun:
Aceite de arbol de té
(Melaleuca

alternifolia)

Es un fungicida de accion

multisitio. Cuando es
aplicado intercalado en
programas fitosanitarios

ayuda a disminuir la
resistencia que algunos
patégenos han
desarrollado a los
fungicidas o bactericidas
de sintesis quimica.

MODO DE ACCION: El
novedoso modo de accion
de TIMOREX GOLD®
hace que el producto
penetre 'y se adhiera

El mecanismo de accién
del ingrediente activo de
TIMOREX GOLD® es
el rompimiento de la
barrera permeable de las
estructuras de la pared y
membrana celular del
hongo, accién seguida
por una pérdida del
control respiratorio de la
células  del  hongo
dejando libre el
transporte de electrones
y anulando la actividad

TIMOREX GOLD® es un
fungicida natural de amplio
espectro que tiene como
ingrediente activo el extracto del
arbol del t¢ (Melaleuca
alternifolia).
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cuticularmente
ocasionando un efecto
residual, entrando en
contacto directo con las
células del hongo.

de la respiracion
mitocondrial.

TIMOREX GOLD® es
un fungicida bioldgico
que actia en forma
preventiva y curativa,
mediante la inhibicion
del desarrollo de la
germinacion de esporas,
inhibicion del
crecimiento del micelio
y lesion  expansiva;
inhibicion en la
produccion de
esporangios, mediante
supresion y erradicacion
de colonias de los
patdgenos presentes en
los frutos y hojas.

FRAC: El Comité de
Accion de Resistencia a
Fungicidas -FRAC-
incluye el extracto de
Melaleuca alternifolia,
ingrediente activo de
TIMOREX GOLD® en
el grupo F7, como
disruptor de la
membrana y  pared
celular de los hongos y
bacterias, lo ubica
dentro del grupo de
extractos de plantas, sin
resistencia conocida.

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

2.7

2.7.1

El término in vitro se utiliza para describir experimentos, pruebas o procesos que se llevan a cabo

en un entorno controlado de laboratorio, generalmente fuera del organismo vivo o del sistema

Sensibilidad in vitro

bioldgico al que se refieren (Pérez et al., 2019: p:2).

Por ejemplo, en el contexto de la biologia, cuando se realiza un experimento in vitro, significa
que se esta realizando en un ambiente artificial, como una placa de Petri 0 un tubo de ensayo, en

lugar de en un organismo vivo. Esto permite un control mas preciso de las condiciones y variables

del experimento (Pérez et al., 2019: p:2).

2.7.2 Sensibilidad in vitro de Fusarium circinatum
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La sensibilidad in vitro se refiere a la reaccion o respuesta de un organismo, generalmente un
microorganismo como bacterias o0 hongos, cuando se expone a diferentes agentes como farmacos,

productos quimicos o compuestos biol6gicos, en un entorno de laboratorio controlado (Flores et al.,
2015: p. 21).

En el contexto de esta investigacién sobre Fusarium circinatum y su sensibilidad in vitro a
fungicidas y bioproductos, estas evaluando como estas cepas de hongos reaccionan a diferentes
sustancias disefiadas para controlar su crecimiento y propagacién. Este enfoque ayuda a
comprender qué tratamientos son mas efectivos para controlar o prevenir la enfermedad que causa

este hongo en los arboles de pino.

2.8 Estudio de sensibilidad de fungicidas

2.8.1 Resistencia cruzada

Es la capacidad de un organismo para resistir los efectos de un antibiético después de haber
desarrollado resistencia a otro antibi6tico que sea de la misma clase o que comparta un mecanismo
de accion similar. En otras palabras, cuando un organismo se vuelve resistente a un tipo de
antibidtico, es posible que también muestre resistencia a otros antibidticos relacionados o que
funcionen de manera similar. Esta resistencia puede hacer que sea mas dificil tratar infecciones
con esos antibidticos y presenta un desafio importante en la lucha contra las enfermedades

infecciosas (Luna et al., 2012: pp.844-853).

El excesivo uso y la gestion inadecuada de los fungicidas pueden incrementar la probabilidad de
gue los patdgenos flngicos desarrollen resistencia cruzada, lo cual tiene como consecuencia un

aumento en los gastos para los productores (Luna et al., 2012: pp.844-853).

Para enfrentar esta problematica, es necesario adoptar un enfogue global que englobe una gestién
apropiada de los fungicidas, el fortalecimiento de la resistencia en las plantas y la implementacion

de précticas agricolas sostenibles (Fisher & Gollan, 2018: p.82).

2.8.2 Sensibilidad y Resistencia a Fungicidas

Cuando los microorganismos son expuestos a sustancias tdxicas, desarrollan estrategias
defensivas como la sensibilizacion y la inmunidad. Similarmente, cuando se aplica un fungicida,
el organismo flngico responderd ante su accion supresora del crecimiento, logrando asi el

objetivo previsto. No obstante, si el hongo adquiere inmunidad, el fungicida no sera eficaz para
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su propdsito (Maldonado, 2018: p. 19).

Se ha indicado que la resistencia a un fungicida especifico suele derivar de una alteracion a nivel

celular que no afecta al sitio de accion del fungicida (Koller, 2000; Damicon, 2004; citados en Escudero
etal., 2009, p. 4774).

Este cambio es ocasionado por un rasgo heredable, es decir, esté presente en el mismo ADN, y la
resistencia a los fungicidas se manifiesta a través de la alteracién genética del hongo. Esto resulta
en una menor sensibilidad a la molécula quimica, lo que disminuye la rapidez con la que el
fungicida penetra en la célula del patégeno o interacciona quimicamente con su molécula
objetivo, incluso puede involucrar la desactivacién del compuesto fingico. Estas modificaciones
a menudo estan asociadas con la aparicién de mutaciones genéticas que pueden surgir de manera
natural o ser inducidas por factores externos, sometiendo al organismo a una presion de seleccion

a nivel molecular (Koller, 2000; Damicon, 2004; citados en Escudero et al., 2009, p. 4774).

2.9 Concentracion Letal

Estos ensayos se centran en evaluar como los patdgenos responden cuando se les exponen a
fungicidas que tienen diferentes ingredientes activos y concentraciones. Un aspecto critico en este
estudio es determinar la concentracion a la cual se observa que el crecimiento del micelio del
hongo se inhibe, y en este contexto, se utiliza el valor del 50% como un punto de referencia
importante, lo que se conoce como la "concentracién inhibidora media". Este valor representa la

cantidad de fungicida necesaria para detener el crecimiento (CLsp) (Lovato et al., 2017: p. 71).
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CAPITULO 111

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Caracteristicas del lugar

3.1.1 Localizacion

Este trabajo de investigacion fue realizado en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de
Recursos Naturales de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

UBICACION DEL LABORATORIO DE FITOPATOLOGIA “
— fosertal
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120

\"J =, _"__ . Y Kiomenars |

uw L ww L) N oW nw

llustracion 3-1: Ubicacion del laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Recursos Naturales
- ESPOCH

3.1.2  Ubicacion geogréfica

Lugar: Riobamba- Chimborazo
Altitud: 2850 m.s. n. m
Coordenadas:

Longitud: 78° 40’ 59 W
Latitud: 01° 38’ 51”° S
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Fuente: Estacion meteorolégica ESPOCH, 2021

3.2 Materiales y equipos

3.2.1 Oficina

e Calculadora

¢ Cinta de papel.

e Computadora

e Cuaderno de apuntes
e Esfero

e Flash memory

e Impresora

e Internet

e Marcadores de doble punta para cd
e Papeleria en general
e Regla

e Tijera

3.2.2 Laboratorio

3.2.2.1 Materiales

o Botellas de vidrio de tapa roscable (500 mL y 1000 mL)
e Cajas Petri de vidrio (90 mm @)

e Cinta masking

e Fundas plasticas transparente de polietileno (20 x 30 cm)
e (Gafas

e Gradilla para puntas azules de micropipeta

e Gradilla para tubos de ensayo

e Guantes de nitrilo

e Jeringas (10 mL)

e Mascarilla

e Matraz de Erlenmeyer de 100 mL

e Micropipeta de 1000 pL
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e Palillos

e Papel aluminio

e Papel film

o Papel toalla absorbente

e Probeta (500 mL)

e Puntas para micropipetas de 1000 pL
e Sorbetes

e Tubos de ensayo de 10 mL.

e Vasos de precipitacion (50 mL y 100 mL)

3.2.2.2 Reactivos e insumos

e Agua destilada estéril
e Alcohol al 70%
e  Chloramphenicol

e Medio de cultivo Papa dextrosa agar al 3.9% (PDA Difco™)

3.2.2.3 Equipos de laboratorio

e Autoclave (BIOBASE BKQ-B100II)

e Balanza de precisiéon (RADWAG AS220.R2)
e Balanza de precisién (RADWAG AS220.R2)
e Calibrador digital (VERNIER)

e Camara de flujo laminar (OASIS 48)

e Camara de flujo laminar vertical (BIOBASE BSC150011A2-X)
e Camara fotografica (CANNON)

o Destilador de agua (BOECO WS 8000)

e Incubadora (J.P. SELECTA 2001249)

e Mechero de Bunsen

e Microondas (PANASONIC 900W)

e Micropipeta (Eppendorf)

e Secador de vidrio (SELECTA 200038)

e Secador de vidrio (SELECTA 200038)
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3.2.2.4 Material bioldgico

Tabla 3-1: Informacion de los aislados de F. circinatum utilizados en el presente estudio.

Cadigo Especie Recolector Método Afio Hospedero  Localidad

conservacion

FC1P  Fusarium  Pablo Alvarez Castellani 2019 Pinuspatula  Cotopaxi
circinatum

FC2P Fusarium  Pablo Alvarez Castellani 2019 Pinus patula  Cotopaxi
circinatum

FC3P Fusarium  Pablo Alvarez Castellani 2019 Pinus patula  Cotopaxi
circinatum

FCI1R Fusarium  Pablo Alvarez Castellani 2019 Pinus Cotopaxi
circinatum radiata

FC2R  Fusarium  Pablo Alvarez Castellani 2019 Pinus Cotopaxi
circinatum radiata

FC3R  Fusarium  Pablo Alvarez Castellani 2019 Pinus Cotopaxi
circinatum radiata

Realizado por: Miranda Maribel, 2023

e 3 aislados flngicos de Fusarium circinatum de la especie Pinus patula con cddigos:
FC1P, FC2P y FC3P.

e 3 aislados fungicos de Fusarium circinatum de la especie Pinus radiata con c6digos:
FCIR, FC2R y FC3R.

3.3 Principios activos utilizados

Tabla 3-2: Listado de ingredientes activos y nombres comerciales que fueron utilizados.

Nombre Ingrediente activo Modo de Concentracion
comercial accion del ingrediente
activo
Bh.B Extracto de tomillo (Thymus Grupo BM: 80 %
vulgaris) Productos
Timorex Gold Aceite de arbol de té (Melaleuca  bioldgicos 223 g/L
alternifdlia) con multiples
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TACORA Tebuconazol

modos de

accion

Fungicidas

Grupo G:
Inhiben  la
biosintesis de
esterol en las

membranas

250 g/L

COMET Pyraclostrobin

C: Inhibe la

respiracion

250 g/L

CANTUS Boscalid

C: Inhibe la

respiracion

500 g/Kg

NOVAK Tiofanato Metil.

Grupo B:
Inhiben  las
proteinas

motoras y del

citoesqueleto

500 g/L

Realizado por: Miranda Maribel, 2023

3.4 Metodologia de la investigacion
3.4.1 Operacionalizacion de las variables
3.4.1.1 Variables dependientes
Sensibilidad in vitro

Indicadores:

Inhibicion del crecimiento micelial.

Concentracion letal Cso

3.4.1.2 Variables independientes

Fungicidas sitio- especificos: Tiofanato de metil, Pyraclostrobin, Tebuconazol y Boscalid.

Bioproductos: Extracto de té, Extracto de tomillo.

Aislados:
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e 3 aislados fangicos de Fusarium circinatum de la especie Pinus patula con cddigos:
FC1P, FC2P y FC3P.

e 3 aislados fangicos de Fusarium circinatum de la especie Pinus radiata con codigos:
FCIR, FC2R y FC3R.

Dosis Fungicidas: 0; 0,1; 1; 10; 100 ppm.

3.4.2 Disefio experimental

3.4.2.1 Sensibilidad a fungicidas

Se hizo un disefio experimental para cada producto:

Se utiliz6 un Disefio completamente al azar DCA bifactorial con tres repeticiones.
Factor A: Dosis (5)

Factor B: Cepas (6)

Numero de tratamientos: 30

Numero de unidades experiméntales: 90

(Fungicidas sitio- especifico y Bioproductos)
-Bioproductos: extractd de arbol té y extract6 de tomillo.

-Fungicidas sitio- especificos: Tiofanato metil, Pyraclostrobin, Tebuconazol, y Boscalid.

Factos A:
Se utilizaron diferentes dosis de fungicidas para conocer su efecto.
- Dosis Fungicidas: 0; 0,1; 1; 10; 100 ppm.

Factor B:
Dentro del disefio experimental se tomo en consideracion 6 cepas:
e 3 aislados fungicos de Fusarium circinatum de la especie Pinus patula con codigos:
FC1P, FC2P y FC3P.
e 3 aislados fangicos de Fusarium circinatum de la especie Pinus radiata con codigos:
FCIR, FC2R y FC3R.

33



Se hizo un andlisis de varianza (Anova) y para la separacion de medias se hizo un test de Tukey
al 5%. Programa informatico R, interface Rstudio version 4.2.2, library(ec50estimator): Effective
control to 50% of growth inhibition (EC50). Otras Librerias: library(readxl) library(ggplot2)
library(drc) library(magrittr) library(cowplot)

3.4.3 Célculos para determinar las concentraciones de los productos de fungicidas y

bioproductos
Tebuconazol 250 g/L

La preparacion de la solucion madre se llevo a cabo en conformidad con la concentracion de los
principios activos presentes en cada producto fungicida. A continuacion, se detallan los célculos
efectuados:

Calculo de Tebuconazol 250 g/L (concentracion del ingrediente activo):

1000 g/L 100 %
250 g/L ?7=25%

Concentracion inicial:

1% 10 000 ppm
25 % ? =250 000 ppm

Después de obtener la concentracion inicial, se procedié a calcular el volumen necesario del
producto bioldgico para obtener una solucion stock de 10 mL. Para este proposito, se utiliz6 la

férmula propuesta por Descroizilles (Bueno et al., 1824; citado en Dialnet, 2018, pp. 185-203):

Ci *Vi=Cf* Vf

Vi Cf = Vf
TG

10 000 ppm=* 10 ml
250 000 ppm

Vi = = 0,4 ml de producto de fungicida

Doénde:

Ci = Concentracioén inicial

Vi = Volumen inicial
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Cf = Concentracion final

Vf = Volumen final

Una vez determinada la cantidad de producto bioldgico requerida para la solucion stock, se

procedio a determinar la cantidad de solvente necesaria para la preparacion. Para este proposito:

VT=Vf+ Vs

10mL=04mL + Vs

Vs=10mL -0,4 mL

Vs = 9,6 mL de agua destilada estéril

Donde:

VT = Volumen total
VT = Volumen del fungicida

Vs = Volumen del solvente

La solucién obtenida se denominé solucion stock, caracterizada por tener una concentracion de
10 000 ppm. Para conseguir dosis mas reducidas, se llevé a cabo la dilucion de esta solucion, de

la siguiente manera:

10 000 ppm = 9,6 mL de agua destilada estéril y 0,4 mL del producto de fungicida.
1000 ppm = 9 mL de agua destilada estéril y 1 mL de la solucién 10 000 ppm.

100 ppm = 9 mL de agua destilada estéril y 1 mL de la solucién 1000 ppm.

10 ppm = 9 mL de agua destilada estéril y 1 mL de la solucién 100 ppm.

1 ppm = 9 mL de agua destilada estéril y 1 mL de la solucién 10 ppm.

0,1 ppm =9 mL de agua destilada estéril y 1 mL de la solucién 1 ppm.

0 ppm = control

3.5 Fase de laboratorio

3.5.1 Reactivacion de cepas

Dentro de la cdmara de flujo laminar, luego de esterilizar las cajas Petri y el medio PDA en el

autoclave, se procedio a verter el medio en cada caja y permitir su solidificacion. Con el proposito
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de reactivar el crecimiento de las cepas, se afiadio un disco de micelio de las seis cepas en cada

caja. Esto permitié que las cepas se reactivaran y crecieran como cultivos puros.

3.5.2 Enmendado del medio cultivo

El proceso de enmendado del medio se llevd a cabo de acuerdo con la metodologia propuesta por
Salazar et al. (2012, p. 57). Para esto, se procedio a disolver 0,918 mL de la solucion de fungicida
correspondiente a cada dosis en 45 mL de medio PDA. Esta operacion se repitio en tres ocasiones
para cada una de las dosis analizadas (100; 10; 1; 0,1; 0 ppm). Posteriormente, se dispusieron 15
mL del medio enmendado en cada placa de Petri, a excepcion del control donde se utiliz6

Unicamente medio sin fungicida.

En las fases posteriores del experimento, se llevé a cabo la medicion del crecimiento del micelio

y se registraran los datos obtenidos.

3.5.3 Preparacion de la solucién stock

La preparacion de la solucion stock se llevo a cabo en la camara de flujo laminar. En el caso de
fungicidas liquidos, se tom6 una pequefia cantidad con una micropipeta y se transfirié a un vaso
de precipitacién. Si se trata de fungicidas en estado solido, se pes6 utilizando una balanza
analitica, se afiadi6 agua destilada estéril hasta alcanzar un volumen total de 10 mL, que
correspondio a la concentracion de la solucidn final. De esta manera, se obtuvo la solucidn stock

con una concentracion de 100 ppm.

3.5.4 Crecimiento micelial

Se recortaron discos de micelio de Fusarium circinatum utilizando sorbetes estériles con un
diametro de 5,13 mm. Estos discos fueron colocados en las cajas de Petri que contenian el medio
de cultivo PDA enmendado. Cada caja fue identificada con una etiqueta, sellada con papel filmy
luego se trasladé a una incubadora en condiciones de oscuridad, manteniendo una temperatura
constante de 27+2 °C.

Se realizaron mediciones del crecimiento del micelio de los hongos Fusarium circinatum, a
intervalos de 24 h. Estas mediciones se llevaron a cabo en milimetros (mm) en los ejes x
(ecuatorial) e y (polar) utilizando un calibrador digital. Los valores obtenidos se registraron en

una hoja de célculo de Excel previamente configurada para este proposito.
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3.5.5 Variables evaluadas

3.56.,5.1 Tasa de crecimiento micelial (TCM)

Para establecer la (TCM) de las cepas de Fusarium circinatum en respuesta a cada principio
activo, se utilizo el valor de crecimiento micelial registrado al final del experimento (en mm).
Este valor se dividi6 por el nimero de dias que el hongo necesit6 para llenar completamente la
caja Petri del tratamiento control (dosis 0) en cuestion. De esta manera, se obtuvieron los datos
necesarios para determinar la TCM frente a los diferentes principios activos.

Medida final
Numero de dias

TCM =

Fuente: Benitez et al., 2007.

3.5.5.2 Estimacion de la concentracion letal 50 (CLso).

Se utiliz6 la libreria ECso estimator en el programa RStudio version 4.2.2 para determinar la
Concentracion Letal 50 (CLso) a partir de las mediciones de la tasa de crecimiento de los ensayos
de crecimiento micelial de los hongos y las diferentes dosis.

3.56.,56.3 Rango de sensibilidad

Para la estimacion del rango de sensibilidad se us6 la escala de Liu et,al (2020) con la que se evalud
todos los fungicidas tebuconazol, pyraclostrobin, tiofanato de metil, boscalid, tebuconazol,

extracto de tomillo y extracté de té.

Tabla 3-3: Escala de sensibilidad propuesta por Liu (2020)

Sensibilidad Rango
Muy sensible <10 pg/mi
Sensible 10-20 pg/ml
Moderadamente resistentes 20-100 pg/ml
Resistencia alta 100-500 pg/ml
Muy alta resistencia > 500 pg / ml

Fuente: Liu, 2020.
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3.5.,5.4 Diagrama de caja y bigote (box-plot)

Se emplearon diagramas de caja y bigote para visualizar de manera grafica los resultados
obtenidos en el analisis cuantitativo de la inhibicion, como la Concentracion Minima de
Tratamiento (TCM) y la Concentracion Letal 50 (CLso) para cada una de las concentraciones

estudiadas.
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CAPITULO IV
4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1  Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial

411 Tasa de crecimiento micelial de Fusarium circinatum en PDA enmendado con

diferentes dosis de Pyraclostrobin.

cepa
- ¥ BS rcip

B3 rcir

) B rcoP
4 - % B fcR
BE rcar

BH Fcar

tasa de crecimiento micelial

f:' 'J. 1 I.C' 1 'éﬂﬁ

dosis del producto (ppm)

llustracion 4-1: TCM de F. circinatum en medio PDA enmendado con Pyraclostroshin en

diferentes dosis.

Tabla 4-1: Porcentaje de inhibicién de crecimiento de los aislados de F. circinatum en PDA
enmendado con diferentes dosis de Pyraclostrobin.

Cepa % de inhibicién del crecimiento

0,1 1 10 100
FC1P 63,66 78,85 79,35 80,95
FCI1R 0,29 30,04 45,27 48,26
FC2P 29,66 16,80 22,05 41,16
FC2R 12,54 17,79 36,75 56,71
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FC3P 69,84 64,28 64,77 78,54

FC3R 14,49 22,78 28,75 47,94
Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

La TCM menor fue para la dosis de 100 ppm en la cepa de FC1P con el 80,95% de inhibicion,
por otro lado, la mayor TCM para la dosis de 100 ppm correspondio a la cepa de FC2P ya que el
producto inhibi6 en un 41,16%. En cuanto a la dosis de 10 ppm la menor TCM fue para la cepa
FCL1P con una inhibicion del 79,35 %. Para la dosis de 1 ppm la cepa de FC1P presenté menor
crecimiento con una inhibicién del producto del 78,85% y FC2P y por Gltimo para la dosis de 0,1
ppm la inhibicién registrada fue del 63,66% (Tabla 4-1).

412 Tasa de crecimiento micelial de Fusarium circinatum en PDA enmendado con

diferentes dosis de Metil tiofanato.

o
=

= cepa
8 - B rcip
- = FCIR
# B8 rFc2pP

- *$ & - FC2R

B3 rcap

B Fcar

tasa de crecimiento micelial

dosis del producto (ppm)

llustraciéon 4-2: TCM de F. circinatum en medio PDA enmendado con Metil tiofanto en

diferentes dosis.

Tabla 4-2: Porcentaje de inhibicién de crecimiento de los aislados de F. circinatum en PDA con

diferentes dosis de Metil tiofanato

Cepa % de inhibicién del crecimiento
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0,1 1 10 100
FC1P 50,60 40,53 50,25 44,97
FCI1R 27,17 41,83 39,24 44,47
FC2P 57,99 49,57 37,81 45,53
FC2R 21,33 34,76 44,61 45,07
FC3P 16,06 22,34 26,14 49,05
FC3R 34,67 41,89 39,95 44,83

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

Las TCMs de todas las cepas de F. circinatum fueron inhibidas en un porcentaje promedio de

46% en la dosis de 100 ppm de metil tiofanato. En cuanto a la dosis de 10 ppm el crecimiento fue

inhibido en 50,25% para la cepa de FC1P, sin embargo, la cepa de FC3P present6 la mayor tasa

de crecimiento con un porcentaje de inhibicion del 26,14% con respecto al control en la dosis

mencionada anteriormente. Para la dosis de 1 ppm de metil tiofanato se inhibi6 el crecimiento de

todas las cepas en un 38,49% promedio con respecto al control. Finalmente, las cepas FC1P y

FC2P en la dosis de 0,1 ppm de metil tiofanato se mostraron més sensibles que el resto de las

cepas ya que presentaron una inhibicion promedio en la TCM de 54,30% (Tabla 4-2).

413 Tasa de crecimiento micelial de Fusarium circinatum en PDA enmendado con

diferentes dosis de Tebuconazol.

tasa de crecimiento micelial

dosis del producto (ppm)
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llustracién 4-3: TCM de F. circinatum en medio PDA enmendado con Tebuconazol en

diferentes dosis.

Tabla 4-3: Porcentaje de inhibicién de crecimiento de los aislados de F. circinatum en PDA

enmendado con diferentes dosis de Tebuconazol.

Cepa % de inhibicién del crecimiento

0,1 1 10 100
FC1P 36,35 56,42 49,79 83,02
FCI1R 39,20 43,89 51,13 75,65
FC2P 11,87 39,78 34,53 45,69
FC2R 45,35 48,13 67,24 79,35
FC3P 51,39 55,39 56,45 73,25
FC3R 76,98 58,28 68,69 81,73

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

La TCM para la dosis de 100 ppm de tebuconazol fue mayor en la cepa de FC2P con un porcentaje
de inhibicidn del 45,69%, mientras que para la cepa de FC1P se inhibié el 83,02% del crecimiento
a esa misma dosis de tebuconazol. Por el contrario, en este caso para la dosis de 10 ppm la cepa
de FC2P tuvo el mayor porcentaje de TCM inhibiéndose su crecimiento solamente en el 34,53%.
Por otra parte, las cepas de F. circinatum FC3R y FC2R fueron las mas sensibles presentando un
porcentaje promedio de inhibicion del 68%. Para la dosis de 1 ppm la cepa FC2P de F. circinatum
presentd la mayor TCM con un porcentaje de inhibicion del 39,78%, mientras que la cepa FC3R
presentd la menor inhibicion del crecimiento con un 58,28%. Para la dosis 0,1 ppm la menor TCM
la tuvo la cepa FC2P con un porcentaje de inhibicion del 76,98%, y la mayor TCM la present6 la
cepa FC2P con un porcentaje de inhibicion del 11,87% (Tabla 4-3).
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414 Tasa de crecimiento micelial de Fusarium circinatum en PDA enmendado con

diferentes dosis de Boscalid.

I cepa
e " i é =T

FCIR
5.0 B rFcor
B8 Fcor

W BE rcap
- - é BH Fcar

tasa de crecimiento micelial
|

dosis del producto (ppm)

llustracion 4-4: TCM de F. circinatum en medio PDA enmendado con Boscalid en diferentes

dosis.

Tabla 4-4: Porcentaje de inhibicién de crecimiento de los aislados de F. circinatum en PDA

enmendado con diferentes dosis de Boscalid.

Cepa % de inhibicién del crecimiento

0,1 1 10 100
FC1P 73,61 72,54 70,66 76,09
FCIR 26,88 55,22 32,73 34,64
FC2P 73,04 77,96 60,74 79,66
FC2R 42,22 38,56 65,26 65,06
FC3P 17,77 30,15 26,35 48,17
FC3R 68,83 45,61 67,54 72,86

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

La dosis de 100 ppm del principio activo boscalid inhibid el crecimiento de las cepas de F.

circinatum FC1P, FC2P y FC3R en un promedio de 76,20%. Por otra parte, la dosis de 10 ppm
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de boscalid inhibi6 el crecimiento de la cepa de FC1P en un 70,66%, mientras que la cepa FC3P
obtuvo la mayor TCM con un 26,35% de inhibicion. Para la dosis 1 ppm de boscalid la mayor
tasa de crecimiento correspondié a la cepa FC3P con un 30,15% de inhibicidn de crecimiento,
mientras que la menor TCM correspondio a la cepa FC2P con un porcentaje de inhibicion del
77,96%. La cepa FC3P ala dosis de 0,1 ppm de boscalid tuvo la mayor TCM que las demas cepas
con un porcentaje de inhibicidn en su crecimiento del 17,77%, mientras que la menor TCM a la
misma dosis fue para las cepas FC1P y FC2P de F. circinatum con una inhibicion del crecimiento
del 73,61% y 73,04% respectivamente (Tabla 4-4).

415 Tasa de crecimiento micelial de Fusarium circinatum en PDA enmendado con

diferentes dosis de extracto de tomillo

=
= =
©
g i cepa
2 g i3
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o
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3 e g BS Fc3r
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llustracion 4-5: TCM de F. circinatum en medio PDA enmendado con extracto de tomillo en
diferentes dosis.

Tabla 4-5: Porcentaje de inhibicién de crecimiento de los aislados de F. circinatum en PDA

enmendado con diferentes dosis de extracto de tomillo

Cepa % de inhibicién del crecimiento
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0,1 1 10 100

FC1P 20,44 33,51 36,72 36,07
FCI1R 48,88 46,49 49,04 42,27
FC2P 33,07 49,55 23,54 27,92
FC2R 54,87 45,56 54,17 46,40
FC3P 26,11 41,54 46,23 10,86
FC3R 29,19 44,01 49,65 18,59

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

La TCM de todas las cepas de F. circinatum fue inhibida en un 30,35% promedio para todos los
aislados a una dosis de 100 ppm de extracto de tomillo. Sin embargo, para la dosis de 10 ppm el
crecimiento fue inhibido en un promedio de 43,23% para todas las cepas con relacion al control.
Para la dosis de 1ppm de extracto de tomillo la TCM fue inhibida en un promedio de 43,44%.
Para la dosis 0,1ppm, la TCM de todas las cepas se inhibié en un promedio de 35,43% con

respecto al control (Tabla 4-5).

416 Tasa de crecimiento micelial de Fusarium circinatum en PDA enmendado con

diferentes dosis de extracto de té

$ cepa
- .
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llustracion 4-6: TCM de F. circinatum en medio PDA enmendado con extracto de té en

diferentes dosis.
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Tabla 4-6: Porcentaje de inhibicién de crecimiento de los aislados de F. circinatum en PDA

enmendado con diferentes dosis de extracto de té.

% de inhibicion del crecimiento

Cepa

0,1 1 10 100
FC1P 80,04 77,49 79,07 74,61
FC1R 79,77 79,31 82,66 71,10
FC2P 77,87 73,37 73,76 70,14
FC2R 83,41 81,87 83,78 77,44
FC3P 71,27 71,89 68,88 64,68
FC3R 81,17 82,37 77,76 75,42

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

La TCM fue inhibida en un promedio de 72,23% para todos las cepas de F.circinatum a una dosis
de 100 ppm de extracto de té. Para la dosis 10 ppm el crecimiento fue mayor para la cepa de FC3P
con una inhibicidn en el crecimiento de 68,88% y la menor TCM observada en las cepas FC1R y
FC2R con una inhibicion del crecimiento en promedio de 83,22%. Para la dosis 1 ppm de extracto
de té la mayor TCM se observo en la cepa FC3P de F. circinatum con una inhibicion del 71,89%
del crecimiento. Por otra parte, para la dosis 0,1 ppm de extracto de té la mayor TCM correspondid
a la cepa FC3P de F. circinatum con un porcentaje de inhibicion del 71,27% y la menor
correspondié a la cepa FC2R de F. circinatum con un 83,41% de inhibicién (Tabla 4-6).

4.2 Inhibicion de crecimiento micelial

4.2.1 Porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial de Pyraclostrobin

El analisis de varianza para la variable inhibicion del crecimiento micelial para el fungicida
Pyraclotsrobin, determind efecto de los tratamientos para el factor dosis (P<0,05), efecto de los
tratamientos para el factor cepas (P<0,05) y para la interaccion dosis por cepas (P<0,05), con un

coeficiente de variacion de 20,52%.

Tabla 4-7: Andlisis de Varianza para la inhibicion del crecimiento micelial de F. circinatum en
medio enmendado con Pyraclostrobin.

F.V. SC gl CM™M F p-valor  Sig.

Dosis 7354 3 2451 30,308 <0,0001  ***
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Cepas 30040 5 6008 74,284 <0,001 falaied
Dosis*Cepas 4420 15 295 3,643 0,0003 flalad

Error 3882 48 81
Total 71
C.V. 20,52

p-valor > 0,01y > 0,05 = ns/ p-valor > 0,01 y < 0,05 = */ p-valor < 0,01 y < 0,05 = **
Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

4.2.2 Test de Tukey para la variable Dosis del fungicida Pyraclostrobin

Tabla 4-8: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes dosis del fungicida Pyraclostorbin

Dosis Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
100 58,92 a
10 46,15 b
1 38,42 bc
0,1 31,74 c

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.
En la prueba de Tukey al 5% para la variable dosis se identificaron 3 grupos a, b y ¢, la dosis que
mayor inhibicion presenté fue la dosis de 100 ppm con un promedio de 58,92% ubicandose en el

grupo a y la gue menor inhibicién presentd fue la dosis de 0,1 ppm con un promedio de 31,74%

ubicandose en el grupo c.

4.2.3 Test de Tukey para la variable Cepas del fungicida Pyraclostrobin

Tabla 4-9: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes cepas del fungicida Pyraclostrobin

Cepa Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
FC1P 75,69 a
FC3P 69,35 a
FCIR 30,96 b
FC2R 30,95 b
FC3R 28,48 b
FC2P 27,41 b

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.
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En la prueba de Tukey al 5% para la variable cepa se identificaron 2 grupos a y b, la cepa que
mayor inhibicion presentd fue la cepa FC1P con un promedio de 75,69% ubicandose en el grupo
a y la que menor inhibicién presentd fue la cepa FC2P con un promedio de 27,41% ubicandose

en el grupo b.

4.2.4 Test de Tukey para la variable interaccién Dosis*Cepas del fungicida Pyraclostrobin

Tabla 4-10: Prueba de Tukey al 5% para la variable interaccion Dosis*Cepas del
fungicida Pyraclostrobin

Dosis:Cepa Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
100:FC1P 80,94 a
10:FC1P 79,34 a
1:FC1P 78,84 a
100:FC3P 78,53 a
0,1:FC3P 69,83 ab
10:FC3P 64,76 abc
1:FC3P 64,28 abc
0,1:FC1P 63,65 abc
100:FC2R 56,71 abcd
100:FC1R 48,25 bcde
100:FC3R 47,93 bcde
10:FC1R 45,27 bcdef
100:FC2P 41,15 cdefg
10:FC2R 36,75 cdefgh
1:FC1R 30,03 defgh
0,1:FC2P 29,66 defgh
10:FC3R 28,75 defgh
1:FC3R 22,78 efghi
10:FC2P 22,04 efghi
1:FC2R 17,79 fghi
1:FC2P 16,79 ghi
0,1:FC3R 14,48 ghi
0,1:FC2R 12,54 hi
0,1:FC1R 0,28 i

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.
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En la prueba de Tukey al 5% para la variable interaccion Dosis*Cepa se identificaron 9 grupos a,

b, c,d, e f, g, hei, lainteraccion Dosis*Cepa que mayor inhibicién presentd fue la interaccién

100:FC1P con un promedio de 80,94% ubicandose en el grupo a y la que menor inhibicién

presento fue la interaccion 0,1:FC1R con un promedio de 0,28% ubicandose en el grupo i.

4.25 Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de Metil tiofanato

El andlisis de varianza para la variable inhibicion del crecimiento micelial para el fungicida Metil

tiofanato, determind efecto de los tratamientos para el factor dosis (P<0,05), efecto de los

tratamientos para el factor cepas (P<0,05) y para la interaccion dosis por cepas (P<0,05), con un

coeficiente de variacion de 15,88%.

Tabla 4-11: Andlisis de Varianza para la inhibicion del crecimiento micelial de F.

circinatum en medio enmendado con Metil tiofanato.

F.V. SC Gl CM F p-valor  Sig.
Dosis 1126 3 375,2 947 <0,0001  ***
Cepas 3035 5 607 15,326 <0,001  ***
Dosis*Cepas 3386 15 2257 5700 <0,001 « ***
Error 1901 48 39,6

Total 71

C.V. 15,88

p-valor > 0,01y > 0,05 = ns/ p-valor > 0,01 y < 0,05 = */ p-valor < 0,01 y < 0,05 = **

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

4.2.6 Testde Tukey para la variable Dosis del fungicida Metil tiofanato

Tabla 4-12: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes dosis del fungicida Metil tiofanato

Dosis Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
100 45,65 a
10 39,66 b
1 38,48 b
0,1 34,63 b

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

En la prueba de Tukey al 5% para la variable dosis se identificaron 2 grupos a y b, la dosis que

mayor inhibicion present6 fue la dosis de 100 ppm con un promedio de 45,65% ubicadndose en el
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grupo a y la que menor inhibicién presentd fue la dosis de 0,1 ppm con un promedio de 34,63%

ubicandose en el grupo b.

4.2.7 Test de Tukey para la variable Cepas del fungicida Metil tiofanato

Tabla 4-13: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes cepas del fungicida Metil tiofanato

Cepa Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
FC2P 47,72 a
FC1P 46,58 a
FC3R 40,33 ab
FC1R 38,17 b
FC2R 36,44 b
FC3P 28,39 c

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

En la prueba de Tukey al 5% para la variable cepa se identificaron 3 grupos a, b y c, la cepa que
mayor inhibicion presentd fue la cepa FC2P con un promedio de 47,72% ubicandose en el grupo
a 'y la que menor inhibicién presentd fue la cepa FC3P con un promedio de 28,39% ubicandose

en el grupo c.

4.2.8 Test de Tukey para la variable interaccién Dosis*Cepas del fungicida Metil tiofanato

Tabla 4-14: Prueba de Tukey al 5% para la variable interaccion Dosis*Cepas del
fungicida Metil tiofanato

Dosis:Cepa Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
0,1:FC2P 57,99 a
0,1:FC1P 50,60 ab
10:FC1P 50,25 ab
1:FC2P 49,56 ab
100:FC3P 49,05 ab
100:FC2P 45,53 abc
100:FC2R 45,07 abc
100:FC1P 44,97 abc
100:FC3R 44,82 abc
10:FC2R 44,61 abc
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100:FC1R 44,47 abc

1:FC3R 41,88 abcd
1:FC1R 41,82 abcd
1:FC1P 40,53 abcde
10:FC3R 39,95 abcde
10:FC1R 39,24 abcde
10:FC2P 37,80 bcde
1:FC2R 34,75 bcdef
0,1:FC3R 34,67 bcdef
0,1:FC1R 27,17 cdef
10:FC3P 26,13 cdef
1:FC3P 22,33 def
0,1:FC2R 21,33 ef
0,1:FC3P 16,05 f

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

En la prueba de Tukey al 5% para la variable interaccion Dosis*Cepa se identificaron 6 grupos a,
b, c, d, ey f, lainteraccion Dosis*Cepa que mayor inhibicion present6 fue la interaccién 0,1:FC2P
con un promedio de 57,99% ubicandose en el grupo a y la que menor inhibicién presenté fue la
interaccion 0,1:FC3P con un promedio de 16,05% ubicandose en el grupo f.

4.2.9 Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de Tebuconazol

El analisis de varianza para la variable inhibicion del crecimiento micelial para el fungicida
Tebuconazol, determin6 efecto de los tratamientos para el factor dosis (P<0,05) y efecto de los
tratamientos para el factor cepas (P<0,05) y para la interaccién dosis por cepas (P<0,05), con un

coeficiente de variacion de 17,32%.

Tabla 4-15: Analisis de Varianza para la inhibicion del crecimiento micelial de F.

circinatum en medio enmendado con Tebuconazol

F.V. SC Gl CM F p-valor  Sig.
Dosis 8664 3 2888 31,36 <0,0001  ***
Cepas 9654 5 1930 20,96 <0,001 Hx
Dosis*Cepas 3274 15 218 2,37 0,0121 *
Error 4421 48 92,1
Total 71
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C.V. 17,32
p-valor > 0,01y > 0,05 = ns/ p-valor > 0,01 y < 0,05 =*/ p-valor < 0,01 y < 0,05 = **
Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

4.2.10 Test de Tukey para la variable Dosis del fungicida Tebuconazol

Tabla 4-16: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes dosis del fungicida Tebuconazol

Dosis Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
100 73,11 a
10 54,63 b
1 50,31 bc
0,1 43,51 c

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

En la prueba de Tukey al 5% para la variable dosis se identificaron 3 grupos a, b y ¢, la dosis que
mayor inhibicién present6 fue la dosis de 100 ppm con un promedio de 73,11% ubicandose en el
grupo a y la que menor inhibicion presentd fue la dosis de 0,1 ppm con un promedio de 43,51%

ubicandose en el grupo c.

4.2.11 Test de Tukey para la variable Cepas del fungicida Tebuconazol

Tabla 4-17: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes cepas del fungicida Tebuconazol

Cepa Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
FC3R 71,41 a
FC2R 60,01 ab
FC3P 59,12 b
FC1P 56,39 b
FCI1R 52,46 b
FC2P 32,96 c

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

En la prueba de Tukey al 5% para la variable cepa se identificaron 3 grupos a, b y c, la cepa que
mayor inhibicidn present6 fue la cepa FC3R con un promedio de 71,41% ubicandose en el grupo
a 'y la que menor inhibicién presenté fue la cepa FC2P con un promedio de 32,96% ubicandose

en el grupo c.
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4.2.12 Test de Tukey para la variable interaccion Dosis*Cepas del fungicida Tebuconazol

Tabla 4-18: Prueba de Tukey al 5% para la variable interaccién Dosis*Cepas del

fungicida Tebuconazol

Dosis:Cepa Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
100:FC1P 83,01 a
100:FC3R 81,72 a
100:FC2R 79,34 ab
0,1:FC3R 76,98 abc
100:FC1R 75,65 abcd
100:FC3P 73,25 abcde
10:FC3R 68,68 abcdef
10:FC2R 67,24 abcdef
1:FC3R 58,28 abcdefg
10:FC3P 56,45 abcdefg
1:FC1P 56,41 abcdefg
1:FC3P 55,39 abcdefg
0,1:FC3P 51,38 bcdefg
10:FCI1R 51,12 bcdefg
10:FC1P 49,79 bcdefg
1:FC2R 48,13 cdefg
100:FC2P 45,69 defg
0,1:FC2R 45,34 efg
1:FC1R 43,88 efg
1:FC2P 39,78 fgh
0,1:FCIR 39,20 fgh
0,1:FC1P 36,34 gh
10:FC2P 34,53 gh
0,1:FC2P 11,86 h

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

En la prueba de Tukey al 5% para la variable interaccion Dosis*Cepa se identificaron 8 grupos a,
b, c, d, e, f, gy h, lainteraccion Dosis*Cepa que mayor inhibicion presentd fue la interaccion
100:FC1P con un promedio de 83,01% ubicéandose en el grupo a y la que menor inhibicion

presento fue la interaccion 0,1:FC2P con un promedio de 11,86% ubicandose en el grupo h.
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4.2.13 Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de Boscalid

El andlisis de varianza para la variable inhibicion del crecimiento micelial para el fungicida
Boscalid, determiné efecto de los tratamientos para el factor dosis (P<0,05) y efecto de los
tratamientos para el factor cepas (P<0,05) y para la interaccién dosis por cepas (P<0,05), con un

coeficiente de variacion de 8,82%.

Tabla 4-19: Andlisis de Varianza para la inhibicion del crecimiento micelial de F.

circinatum en medio enmendado con Boscalid

F.V. SC Gl CM F p-valor  Sig.
Dosis 1534 3 511 21,66 <0,0001  ***
Cepas 19649 5 3930 166,44 <0,001 ik
Dosis*Cepas 5236 15 349 14,78 0,0121 ikl
Error 1133 48 24

Total 71

C.V. 8,82

p-valor > 0,01y > 0,05 = ns/ p-valor > 0,01 y < 0,05 =*/ p-valor < 0,01 y < 0,05 = **
Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

4.2.14 Test de Tukey para la variable Dosis del fungicida Boscalid

Tabla 4-20: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes dosis del fungicida Boscalid

Dosis Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
100 62,74 a
10 53,87 b
1 53,34 b
0,1 50,39 b

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

En la prueba de Tukey al 5% para la variable dosis se identificaron 2 grupos a y b, la dosis que
mayor inhibicion presenté fue la dosis de 100 ppm con un promedio de 62,74% ubicandose en el
grupo a 'y la que menor inhibicion presento fue la dosis de 0,1 ppm con un promedio de 50,39%

ubicandose en el grupo b.

4.2.15 Test de Tukey para la variable Cepas del fungicida Boscalid
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Tabla 4-21: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes cepas del fungicida Boscalid

Cepa Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
FC1P 73,22 a
FC2P 72,85 a
FC3R 63,71 b
FC2R 52,77 c
FC1R 37,36 d
FC3P 30,60 e

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

En la prueba de Tukey al 5% para la variable cepa se identificaron 5 grupos a, b, ¢, d y e, la cepa
gue mayor inhibicién present6 fue la cepa FC1P con un promedio de 73,22% ubicandose en el
grupo a y la que menor inhibicién presenté fue la cepa FC3P con un promedio de 30,60%

ubicandose en el grupo e.

4.2.16 Test de Tukey para la variable interaccién Dosis*Cepas del fungicida Boscalid

Tabla 4-22: Prueba de Tukey al 5% para la variable interaccién Dosis*Cepas del

fungicida Boscalid

Dosis:Cepa Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
100:FC2P 79,66 a
1:FC2P 77,96 a
100:FC1P 76,09 a
0,1:FC1P 73,61 ab
0,1:FC2P 73,04 ab
100:FC3R 72,85 ab
1:FC1P 72,53 ab
10:FC1P 70,65 ab
0,1:FC3R 68,83 abc
10:FC3R 67,53 abc
10:FC2R 65,25 abc
100:FC2R 65,06 abc
10:FC2P 60,73 bcd
1:FC1R 55,22 cde
100:FC3P 48,17 def
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1:FC3R 45,61 defg

0,1:FC2R 42,22 efgh
1:FC2R 38,55 fghi
100:FC1R 34,63 fghi
10:FCIR 32,72 ghij
1:FC3P 30,14 hij
0,1:FCIR 26,87 ij
10:FC3P 26,34 ij
0,1:FC3P 17,76 j

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

En la prueba de Tukey al 5% para la variable interaccion Dosis*Cepa se identificaron 10 grupos
a,b,cdef g h i jlainteraccién Dosis*Cepa que mayor inhibicion presenté fue la interaccion
100:FC2P con un promedio de 79,66% ubicandose en el grupo a y la que menor inhibicién

presento fue la interaccion 0,1:FC3P con un promedio de 17,76% ubicandose en el grupo j.

4.2.17 Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de extracto de tomillo

El anélisis de varianza para la variable inhibicion del crecimiento micelial para el fungicida
extracto de tomillo, determiné efecto de los tratamientos para el factor dosis (P<0,05) y efecto de
los tratamientos para el factor cepas (P<0,05) y para la interaccion dosis por cepas no hubo

significancia estadistica, con un coeficiente de variacion de 4,61%.

Tabla 4-23: Analisis de Varianza para la inhibicién del crecimiento micelial de F.

circinatum en medio enmendado con extracto de tomillo

F.V. SC Gl CM F p-valor  Sig.
Dosis 2197 3 732,3 19,08 <0,0001 « ***
Cepas 4062 5 8124 21,17 <0,001 falale
Dosis*Cepas 3915 15 261 6,80 0,0121  ***
Error 1841 48 38,4

Total 71

C.V. 8,82

p-valor > 0,01y > 0,05 = ns/ p-valor > 0,01 y < 0,05 = */ p-valor < 0,01 y < 0,05 = **
Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

56



4.2.18 Test de Tukey para la variable Dosis del fungicida extracto de tomillo

Tabla 4-24: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes dosis del fungicida extracto de

tomillo
Dosis Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
1 43,44 a
10 43,22 a
0,1 35,42 b
100 30,35 b

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

En la prueba de Tukey al 5% para la variable dosis se identificaron 2 grupos a 'y b, las dosis que
mayor inhibicién presento fue la dosis de 1 ppm y 10 ppm con un promedio de 43,44% y 43,22%
respectivamente ubicandose en el grupo a y las que menor inhibicién presento fue la dosis de 0,1
ppm y 100 ppm con un promedio de 35,42% Yy 30,35% respectivamente ubicandose en el grupo
b.

4.2.19 Test de Tukey para la variable Cepas del fungicida extracto de tomillo

Tabla 4-25: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes cepas del fungicida extracto de

tomillo
Cepa Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
FC2R 50,24 a
FCI1R 46,66 a
FC3R 35,36 b
FC2P 33,52 b
FC1P 31,68 b
FC3P 31,18 b

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

En la prueba de Tukey al 5% para la variable cepa se identificaron 2 grupos a y b, la cepa que
mayor inhibicién presentd fue la cepa FC2R con un promedio de 50,24% ubicandose en el grupo
a 'y la que menor inhibicién presentd fue la cepa FC3P con un promedio de 31,18% ubicandose

en el grupo b.
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4.2.20 Test de Tukey para la variable interaccién Dosis*Cepas del fungicida extracto de

tomillo

Tabla 4-26: Prueba de Tukey al 5% para la variable interaccién Dosis*Cepas del

fungicida extracto de tomillo

Dosis:Cepa Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
0,1:FC2R 54,86 a
10:FC2R 54,16 a
10:FC3R 49,65 ab
1:FC2P 49,54 ab
10:FC1R 49,04 ab
0,1:FC1R 48,87 ab
1:FC1R 46.48 abc
100:FC2R 46,39 abc
10:FC3P 46,23 abc
1:FC2R 45,56 abcd
1:FC3R 44,01 abcd
100:FC1R 42,26 abcde
1:FC3P 41,54 abcde
10:FC1P 36,72 abcdef
100:FC1P 36,06 abcdef
1:FC1P 33,50 bcdef
0,1:FC2P 33,07 bcdef
0,1:FC3R 29,18 cdefg
100:FC2P 27,92 cdefg
0,1:FC3P 26,10 defg
10:FC2P 23,54 efg
0,1:FC1P 20,43 fg
100:FC3R 18,59 fg
100:FC3P 10,85 g

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

En la prueba de Tukey al 5% para la variable interaccion Dosis*Cepa se identificaron 7 grupos a,
b, c, d, e, fy g, la interaccion Dosis*Cepa que mayor inhibicion present6 fue la interaccion
0,1:FC2R con un promedio de 54,86% ubicadndose en el grupo a y la que menor inhibicion

presento fue la interaccion 100:FC3P con un promedio de 10,85% ubicandose en el grupo g.
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4.2.21 Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de extracto de té

El andlisis de varianza para la variable inhibicion del crecimiento micelial para el fungicida

extracto de té, determiné efecto de los tratamientos para el factor dosis (P<0,05) y efecto de los

tratamientos para el factor cepas (P<0,05) con un coeficiente de variacion de 4,61%.

Tabla 4-27: Andlisis de Varianza para la inhibicion del crecimiento micelial de F.

circinatum en medio enmendado con extracto de té

F.V. SC Gl CM F p-valor  Sig.
Dosis 482,9 3 160,97 12,88 <0,0001  ***
Cepas 1187,4 5 237,47 19 <0,001 ik
Dosis*Cepas 143,6 15 9,57 0,76 0,706 ns
Error 599,8 48 12,50

Total 71

C.V. 4,61

p-valor > 0,01y > 0,05 = ns/ p-valor > 0,01 y < 0,05 =*/ p-valor < 0,01 y < 0,05 = **
Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

4.2.22 Test de Tukey para la variable Dosis del fungicida extracto de té

Tabla 4-28: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes dosis del fungicida extracto de té

Dosis Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
0,1 78,92 a
1 77,71 a
10 77,65 a
100 72,23 b

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

En la prueba de Tukey al 5% para la variable dosis se identificaron 2 grupos a y b, las dosis que

mayor inhibicion present6 fue la dosis de 0,1 ppm con un promedio de 78,92% ubicandose en el

grupo a y las que menor inhibicion presenté fue la dosis de 100 ppm con un promedio de 72,23%

ubicandose en el grupo b.

4.2.23 Test de Tukey para la variable Cepas del fungicida extracto de té

59



Tabla 4-29: Prueba de Tukey al 5% para las diferentes cepas del fungicida extracto de té

Cepa Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
FC2R 81,62 a
FC3R 79,18 a
FC1R 78,20 a
FC1P 77,80 ab
FC1P 73,78 b
FC3P 69,17 c

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

En la prueba de Tukey al 5% para la variable cepa se identificaron 3 grupos a y b, la cepa que
mayor inhibicion presenté fue la cepa FC2R con un promedio de 81,62% ubicandose en el grupo
a 'y la que menor inhibicién presentd fue la cepa FC3P con un promedio de 69,17% ubicandose

en el grupo c.

4.2.24 Test de Tukey para la variable interaccién Dosis*Cepas del fungicida extracto de té

Tabla 4-30: Prueba de Tukey al 5% para la variable interaccién Dosis*Cepas del

fungicida extracto de té

Dosis:Cepa Porcentaje de Inhibicién Rango de significancia
10:FC2R 83,77 a
0,1:FC2R 83,40 a
10:FCI1R 82,65 ab
1:FC3R 82,37 abc
1:FC2R 81,87 abcd
0,1:FC3R 81,17 abcde
0,1:FC1P 80,04 abcde
0,1:FC1R 79,77 abcdef
1:FC1R 79,31 abcdef
10:FC1P 79,07 abcdef
0,1:FC2P 77,86 abcdef
10:FC3R 77,76 abcdef
1:FC1P 77,48 abcdef
100:FC2R 75,41 abcdefg
100:FC3R 74,61 abcdefg
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100:FC1P 73,75 abcdefg

10:FC2P 73,36 abcdefg
1:FC2P 73,36 abcdefg
1:FC3P 71,88 bcdefg
0,1:FC3P 71,26 cdefg
100:FC1R 71,09 defg
100:FC2P 70,14 efg
10:FC3P 68,88 of
100:FC3P 64,67 g

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

En la prueba de Tukey al 5% para la variable interaccion Dosis*Cepa se identificaron 7 grupos a,
b, c, d, e, fy g, lainteraccion Dosis*Cepa que mayor inhibicién present6 fue la interaccién
10:FC2R con un promedio de 83,77% ubicandose en el grupo a y la que menor inhibicion presentd

fue la interaccion 100:FC3P con un promedio de 64,67,85% ubicandose en el grupo g.

4.3  CLspde los aislados de Fusarium circinatum enmendados con los diferentes fungicidas

Tabla 4-31: CLso de los aislados de Fusarium circinatum enmendados con los diferentes
fungicidas

CLso (ug mL™?)

Fungicidas
N2 Minimo Maximo

Pyraclostrobin 6 0,0036 119
Metil tiofanato 6 8,65 >1000
Tebuconazol 6 0,0024 82,60
Boscalid 6 0,0059  >1000
Extracto de tomillo 6 0,23 >1000
Extracto de té 6 1020 >1000

& namero de cepas utilizadas para cada uno de los célculos de la CLso

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

La menor de todas las CLso en promedio correspondido para el fungicida Tebuconazol con una
CLso minima de 0,0024 pg/ml seguido del fungicida Pyraclostrobin 0,0036 pg/ml y las mayores
CLso promedio correspondieron para los productos Y las mayores CLso corresponden a los
fungicidas Metil tiofanato, Boscalid y los bioproductos de extracto de tomillo y extracto de té.

con valores que superaron los 1000 pg/ml (Tabla 4-31).
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Tabla 4-32: CLso de cada cepa y fenotipo detectados para Pyraclostrobin

Cepa CLso promedio Fenotipo

FC1P 0,004 Muy sensible (MS)

FC2P 47 Moderadamente resistentes (MR)
FC3P 0,005 Muy sensible (MS)

FC1R 51 Moderadamente resistentes (MR)
FC2R 51 Moderadamente resistentes (MR)
FC3R 119 Resistencia alta (RA)

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

La menor CLso (0,004 ug/mL) correspondié a la cepa FC1P que proviene de la especie Pinus
patulay la mayor CLso (119 ug/mL) correspondié a la cepa FC3R proveniente de la especie Pinus
radiata. Para este principio activo de Pyraclostrobin se encontraron 3 cepas moderadamente
resistentes (FC2P, FC1R y FC2R), con resistencia alta una cepa (FC3R) y muy sensibles con dos
cepas (FC1P y FC3P), como se muestra en la (tabla 4-32), segun la escala de sensibilidad
propuesta por Liu (2020).

Tabla 4-33: CLso de cada cepa y fenotipo detectados para Metil tiofanato

Cepa CLso promedio Fenotipo

FC1P >1000 Muy alta resistencia (MAR)
FC2P 84 Moderadamente resistentes (MR)
FC3P 73 Moderadamente resistentes (MR)
FC1R 20 Sensible (S)

FC2R 34 Moderadamente resistentes (MR)
FC3R 9 Muy sensible (MS)

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

La menor CLso (9 ug/mL) correspondi6 a la cepa FC3R que proviene de la especie Pinus radiata
y la mayor CLso (>1000 ug/mL) correspondié a la cepa FC1P proveniente de la especie Pinus
patula. Para este principio activo de Metil tiofanato se encontraron 3 cepas moderadamente
resistentes (FC2P, FC3P y FC2R), con muy alta resistencia una cepa (FC1P), sensibles una cepa

(FC1R) y muy sensible una cepa (FC3R), como se muestra en la (tabla 4-33), segun la escala de

sensibilidad propuesta por Liu (2020).

Tabla 4-34: CLso de cada cepa y fenotipo detectados para Tebuconazol
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Cepa CLso promedio Fenotipo

FC1P 1,0 Muy sensible (MS)
FC2P 82,6 Moderadamente resistentes (MR)
FC3P 0,6 Muy sensible (MS)
FC1R 2,2 Muy sensible (MS)
FC2R 0,5 Muy sensible (MS)
FC3R 0,002 Muy sensible (MS)

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

La menor CLso (0,002 ug/mL) correspondié a la cepa FC3R que proviene de la especie Pinus
radiata y la mayor CLso (82,6 ug/mL) correspondié a la cepa FC2P proveniente de la especie
Pinus patula. Para este principio activo de Tebuconazol se encontraron 5 cepas muy sensibles
(FC1P, FC3P, FC1R, FC2R y FC3R), y la cepa que se mostré moderadamente resistente fue una
cepa (FC2P), como se muestra en la (tabla 4-34), segln la escala de sensibilidad propuesta por
Liu (2020).

Tabla 4-35: CLso de cada cepa y fenotipo detectados para Boscalid

Cepa CLso promedio Fenotipo

FC1P 941 Muy alta resistencia (MAR)
FC2P >1000 Muy alta resistencia (MAR)
FC3P 128 Resistencia alta (RA)
FC1R >1000 Muy alta resistencia (MAR)
FC2R 1,63 Muy sensible (MS)
FC3R 0,006 Muy sensible (MS)

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

La menor CLso (0,006 ug/mL) correspondié a la cepa FC3R que proviene de la especie Pinus
radiata y la mayor CLso (>1000 ug/mL) correspondio a la cepa FC2P proveniente de la especie
Pinus patula. Para este principio activo de Boscalid se encontraron 3 cepas con muy alta
resistencia (FC1P, FC2P y FC1R), la cepa que se mostr6 con resistencia alta fue una cepa (FC3P),
ademas se presentaron dos cepas como muy sensible (FC2R y FC3R) como se muestra en la (tabla
4-35), segun la escala de sensibilidad propuesta por Liu (2020).

Tabla 4-36: CLso de cada cepa y fenotipo detectados para extracto de tomillo

Cepa CLso promedio Fenotipo
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FC1P 0,23 Muy sensible (MS)
FC2P >1000 Muy alta resistencia (MAR)
FC3P >1000 Muy alta resistencia (MAR)
FC1R >1000 Muy alta resistencia (MAR)
FC2R 281 Resistencia alta (RA)
FC3R >1000 Muy alta resistencia (MAR)

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

Lamenor CLso (0,23 ug/mL) correspondi6 a la cepa FC1P que proviene de la especie Pinus patula

y la mayor CLso (>1000 ug/mL) correspondio a la cepa FC3R proveniente de la especie Pinus

radiata. Para este principio activo de extracto de tomillo se encontraron 4 cepas con muy alta

resistencia (FC2P, FC3P, FC1R y FC3R), una cepa se mostré con resistencia alta fue la cepa

(FC2R), y la unica cepa que se mostré como muy sensible fue la cepa (FC1P), como se muestra

en la (tabla 4-36), segln la escala de sensibilidad propuesta por Liu (2020).

Tabla 4-37: CLso de cada cepa y fenotipo detectados para extracto de té

Cepa CLso promedio Fenotipo

FC1P >1000 Muy alta resistencia (MAR)
FC2P >1000 Muy alta resistencia (MAR)
FC3P >1000 Muy alta resistencia (MAR)
FC1R >1000 Muy alta resistencia (MAR)
FC2R >1000 Muy alta resistencia (MAR)
FC3R >1000 Muy alta resistencia (MAR)

Realizado por: Miranda Maribel, 2023.

La menor CLso (1020 ug/mL) correspondié a la cepa FC2P que proviene de la especie Pinus

patula y la mayor CLso (1,71 x10%2 ug/mL) correspondi6 a la cepa FC2R proveniente de la especie

Pinus radiata. Para este principio activo de extracto de té todas las cepas se categorizan como

muy alta resistencia debido a que todos los valores de la CLso van mas alla de 1000 g / ml como

se muestra en la (tabla 4-37), segun la escala de sensibilidad propuesta por Liu (2020).

64



4.4  Discusion de resultados

En el presente estudio se comprobo la sensibilidad de los aislados de F. circinatum de 3 especies
de Pinus patula y de 3 especies de Pinus radiata ante los principios activos flngicos
Pyraclostrobin, Metil tiofanato, Boscalid, Tebuconazol, extracto de tomillo y extracto de té, los
cuales aciertan en los ingredientes activos mas utilizados para el control de enfermedades segln

su modo de accion (Frac, 2019, parr. 3).

Con respecto al porcentaje de inhibicidn de crecimiento de los aislados de F. circinatum en PDA
enmendado con diferentes dosis para el principio activo de Pyraclostrobin, la TCM menor fue
para la dosis de 100 ppm en la cepa de FC1P con el 80,95% de inhibicién, por otro lado, la mayor
TCM fue para la dosis de 0,1 ppm correspondio a la cepa de FC1R ya que el producto inhibi6 en
un 0,29% lo cual esta corroborado con la prueba de Tuckey al 5% para el crecimiento micelial
(Tabla 4-8) en la prueba de Tukey al 5% para la variable dosis, la dosis que mayor inhibicion
presentd fue la dosis de 100 ppm con un promedio de 58,92% y la que menor inhibicién presentd
fue la dosis de 0,1 ppm con un promedio de 31,74%, en la prueba de Tukey al 5% para la variable
cepa, la cepa que mayor inhibicidn presentd fue la cepa FC1P con un promedio de 75,69% y la
gue menor inhibicion presento fue la cepa FC2P con un promedio de 27,41% (Tabla 4-9). En la
prueba de Tukey al 5% para la variable interaccion Dosis*Cepa, la interaccion Dosis*Cepa que
mayor inhibicion present6 fue la interaccion 100:FC1P con un promedio de 80,94% vy la que
menor inhibicion present6 fue la interaccién 0,1:FC1R con un promedio de 0,28% (Tabla 4-10).
En el principio activo Pyraclostrobin siendo este un fungicida que pertenece al grupo de los
metoxicarbamatos y cuyo modo de accidn actla en la respiracion en el complejo 3 inhibiendo
la quinona externa lo cual concuerda con Andrade y Mata (2018) que mencioné el crecimiento
lento con el tiempo de Fusarium oxysporum ante la presencia de Azoxystrobin. Se discrepa con
lo encontrado por Herrera, et al., (2011), 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 et al., (2010) establecen relacion entre A. alternata y

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

Para el principio activo de Metil tiofanato, la TCM menor fue para la dosis de 0,1 ppm en la cepa
de FC2P con el 57,99% de inhibicion, por otro lado, la mayor TCM fue para la misma dosis de
0,1 ppm la cual correspondi6 a la cepa de FC3P ya que el producto inhibié en un 16,06% lo cual
esta corroborado con la prueba de Tuckey al 5% para el crecimiento micelial (Tabla 4-12) en la
prueba de Tukey al 5% para la variable dosis, la dosis que mayor inhibicion present6 fue la dosis

de 100 ppm con un promedio de 45,65% Yy la que menor inhibicion present6 fue la dosis de 0,1
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ppm con un promedio de 34,63%. En la prueba de Tukey al 5% para la variable cepa, la cepa que
mayor inhibicion presentd fue la cepa FC2P con un promedio de 47,72% y la que menor
inhibicién presentd fue la cepa FC3P con un promedio de 28,39% (Tabla 4-13). En la prueba de
Tukey al 5% para la variable interaccion Dosis*Cepa, la interaccién Dosis*Cepa que mayor
inhibicién presentd fue la interaccion 0,1:FC2P con un promedio de 57,99% y la que menor
inhibicién presentd fue la interaccion 0,1:FC3P con un promedio de 16,05%. En el principio
activo metil tiofanato no tuvo efecto inhibitorio sobre las cepas de F. circinatum, por lo cual,
fueron categorizadas como moderadamente resistente, esto concuerda con los resultados de o
susceptibilidad de las cepas (Gonzélez et al., 2022, p. 19). Santamaria et al., (2005, p. 1) que
determind y comparo el efecto del metil tiofanato sobre el crecimiento in vitro de F. oxysporum
spp. a diversas concentraciones con una CLsg para F. oxysporum a partir de 61,32 ppm a 82,8
ppm, la resistencia de otras especies de Fusarium a metil tiofanato no es conferido por una
mutacion puntual de la secuencia codificante de B-tubulina, podria deberse a la ausencia de

motivos proteicos, no existié una variacion en el gen GPDH con la resistencia.

Para el principio activo de Tebuconazol, la TCM menor fue para la dosis de 100 ppm en la cepa
de FC1P con el 83,02% de inhibicion, por otro lado, la mayor TCM fue para la dosis de 0,1 ppm
la cual correspondi6 a la cepa de FC2P ya que el producto inhibi6 en un 11,87% lo cual esta
corroborado con la prueba de Tuckey al 5% para el crecimiento micelial (Tabla 4-16) en la prueba
de Tukey al 5% para la variable dosis, la dosis que mayor inhibicién presento fue la dosis de 100
ppm con un promedio de 73,11% y la que menor inhibicion presenté fue la dosis de 0,1 ppm con
un promedio de 43,51%, en la prueba de Tukey al 5% para la variable cepa, la cepa que mayor
inhibicién presentd fue la cepa FC3R con un promedio de 71,41% y la que menor inhibicién
presento fue la cepa FC2P con un promedio de 32,96% (Tabla 4-17), en la prueba de Tukey al
5% para la variable interaccion Dosis*Cepa, la interaccién Dosis*Cepa que mayor inhibicion
presentd fue la interaccion 100:FC1P con un promedio de 83,01% y la que menor inhibicién
presentd fue la interaccion 0,1:FC2P con un promedio de 11,86% (Tabla 4-18). En el principio
activo de Tebuconazol se encontr6 la menor CLso que correspondid para el aislado de FC1P el
cual es un fungicida que pertenece al grupo de los triazoles y cuyo modo de accion es inhibir la
biosintesis del esterol en las membranas. Un comportamiento similar ha sido observado cuando
este fungicida fue utilizado para el control en granos de cereales de Fusarium spp. (Kang et al.,
2001; Heinze and Dutzman, 2004). Otros triazoles como fluconazol, itraconazol, posaconazol
han mostrado elevada efectividad para controlar Fusarium spp. en diferentes cultivos de soya y
orégano (Kopacki et al., 2006; Deepak and Lal, 2009; Jahanshir, 2010).
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Para el principio activo de Boscalid, la TCM menor fue para la dosis de 100 ppm en la cepa de
FC2P con el 79,66% de inhibicion, por otro lado, la mayor TCM fue para la dosis de 0,1 ppm la
cual correspondid a la cepa de FC3P ya que el producto inhibié en un 17,77% lo cual esta
corroborado con la prueba de Tuckey al 5% para el crecimiento micelial (Tabla 4-20) en la prueba
de Tukey al 5% para la variable dosis, la dosis que mayor inhibicién presento fue la dosis de 100
ppm con un promedio de 62,74% y la que menor inhibicion presentd fue la dosis de 0,1 ppm con
un promedio de 50,39%. En la prueba de Tukey al 5% para la variable cepa, la cepa que mayor
inhibicion presentd fue la cepa FC1P con un promedio de 73,22% y la que menor inhibicion
presentd fue la cepa FC3P con un promedio de 30,60% (Tabla 4-21). En la prueba de Tukey al
5% para la variable interaccién Dosis*Cepa, la interaccion Dosis*Cepa que mayor inhibicion
presento fue la interaccion 100:FC2P con un promedio de 79,66% y la que menor inhibicion
presentd fue la interaccion 0,1:FC3P con un promedio de 17,76% (Tabla 4-22). En el principio
activo Boscalid no tuvo efecto inhibitorio sobre todas las cepas de Fusarium estudiadas la tasa
de crecimiento micelial fue alta para todas las mayorias de las dosis y la CLso fue de >1000 al
ser clasificados en la escala de sensibilidad propuesta por Liu, (2020) la mayoria de las cepas
fueron MAR Y RA, estos resultados no concuerdan con Masiello et al.(2019, p. 5) en especies
de Fusarium se vieron ligeramente influenciadas por la concentracion mas altas valor de
inhibicion de hasta el 30%, después de 10 dias de incubacion, todas las especies de Fusarium
pudieron crecer en presencia de Boscalid incluso a las concentraciones mas altas (valores de
inhibicién de 0 a 7%).

Para el principio activo de extracto de tomillo, la TCM menor fue para la dosis de 0,1 ppm en la
cepa de FC2R con el 54,87% de inhibicion, por otro lado, la mayor TCM fue para la dosis de 100
ppm la cual correspondid a la cepa de FC3P ya que el producto inhibié en un 10,86% lo cual esta
corroborado con la prueba de Tuckey al 5% para el crecimiento micelial (Tabla 4-24) en la prueba
de Tukey al 5% para la variable dosis, las dosis que mayor inhibicién present6 fue la dosis de 1
ppm con un promedio de 43,44% y las que menor inhibicién presenté fue la dosis de 100 ppm
con un promedio de 30,35%. En la prueba de Tukey al 5% para la variable, la cepa que mayor
inhibicion presentd fue la cepa FC2R con un promedio de 50,24% y la que menor inhibicion
presentd fue la cepa FC3P con un promedio de 31,18% (Tabla 4-25). En la prueba de Tukey al
5% para la variable interaccién Dosis*Cepa, la interaccion Dosis*Cepa que mayor inhibicion
presentd fue la interaccion 0,1:FC2R con un promedio de 54,86% y la que menor inhibicién
presentd fue la interaccion 100:FC3P con un promedio de 10,85% (Tabla 4-26). En el caso del
extracto vegetal no tiene efecto inhibitorio sobre las cepas de Fusarium estudiadas, la tasa de
crecimiento micelial fue alta para todas las especies y en todas las dosis, la CLsy fueron

resistentes, los resultados realizados no concuerdan con los estudios realizados extracto de
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tomillo (Thymus vulgaris) inhibe el crecimiento en mayor proporcién a Fusarium oxysporum in

vitro con un porcentaje de inhibicién en el dia 7 de 74% (Liscano, 2007, p. 56).

Para el principio activo de extracto de té, la TCM menor fue para la dosis de 10 ppm en la cepa
de FC2R con el 83,78% de inhibicion, por otro lado, la mayor TCM fue para la dosis de 100 ppm
la cual correspondid a la cepa de FC3P ya que el producto inhibié en un 64,68% % lo cual esta
corroborado con la prueba de Tuckey al 5% para el crecimiento micelial (Tabla 4-28) en la prueba
de Tukey al 5% para la variable dosis, las dosis que mayor inhibicion present6 fue la dosis de 0,1
ppm con un promedio de 78,92% Yy las que menor inhibicidn presenté fue la dosis de 100 ppm
con un promedio de 72,23%. En la prueba de Tukey al 5% para la variable cepa, la cepa que
mayor inhibicion presentd fue la cepa FC2R con un promedio de 81,62% y la que menor
inhibicion present6 fue la cepa FC3P con un promedio de 69,17% (Tabla 4-29). En la prueba de
Tukey al 5% para la variable interaccion Dosis*Cepa, la interaccion Dosis*Cepa que mayor
inhibicion present6 fue la interaccién 10:FC2R con un promedio de 83,77% y la que menor
inhibicion presentd fue la interaccién 100:FC3P con un promedio de 64,67,85% (Tabla 4-30). En
el caso del extracto vegetal arbol de té no tiene efecto inhibitorio sobre las cepas de Fusarium
estudiadas, la tasa de crecimiento micelial fue alta para todas las especies y en todas las dosis, la
CLso fueron resistentes, los resultados realizados no concuerdan con los estudios realizados por
Valencia et al., 2018 ya que en este estudio presentaron mayor porcentaje de inhibicién contra los
diferentes tipos de Fusarium evaluados por el método de dilucion en agar. Los extractos de aceite
de arbol de té (Melaleuca alternifolia) inhibieron a F. verticillioides entre 62 y 91 %. Las especies

de hongos inhibidas por el extracto de té fueron: F. verticillioides y F. oxysporum.

El célculo de la concentracion letal 50 (CLso) en cada uno de los productos en analisis corrobora
con los resultados del estudio, La menor de todas las CLsy en promedio correspondido para el
fungicida Tebuconazol con una CLsy de 14,49 pg/ml y la mayor CLso fue para el fungicida
Boscalid con una CLso >1000, y las mayores CLso promedio correspondieron para los productos
Metil tiofanato, Extracto de tomillo y Extracto de té con valores que superaron los 1000 pg/mi
(Tabla 4-31).

Mediante el estudio realizado se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipdtesis alterna que

menciona al menos uno de fungicidas y bioproductos presenta efecto inhibitorio sobre el

crecimiento micelial de las cepas de Fusarium circinatum.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

Para el principio activo de Pyraclostrobin se encontraron 3 cepas moderadamente resistentes
(FC2P, FC1R y FC2R), con resistencia alta una cepa (FC3R) y muy sensibles con dos cepas
(FC1Py FC3P).

Para el principio activo de Metil tiofanato se encontraron 3 cepas moderadamente resistentes
(FC2P, FC3P y FC2R), con muy alta resistencia una cepa (FC1P), sensibles una cepa (FC1R) y
muy sensible una cepa (FC3R).

Para el principio activo de Tebuconazol se encontraron 5 cepas muy sensibles (FC1P, FC3P,
FC1R, FC2R y FC3R), y la cepa que se mostré6 moderadamente resistente fue una cepa (FC2P).

Para el principio activo de Boscalid se encontraron 3 cepas con muy alta resistencia (FC1P, FC2P
y FC1R), la cepa que se mostrd con resistencia alta fue una cepa (FC3P), ademas se presentaron

dos cepas como muy sensible (FC2R y FC3R).

Para el principio activo de extracto de tomillo se encontraron 4 cepas con muy alta resistencia
(FC2P, FC3P, FC1R y FC3R), una cepa se mostré con resistencia alta fue la cepa (FC2R), y la

Unica cepa gque se mostré como muy sensible fue la cepa (FC1P).

Para el principio activo de extracto de té todas las cepas se categorizan como muy alta resistencia

debido a que todos los valores de la CLso van mas alla de 1000 pg / ml.
La minima CLso de todos los productos ensayados fue el fungicida Tebuconazol, seguido del

fungicida Pyraclostrobin. Y las mayores CLso corresponden a los fungicidas Metil tiofanato,

Boscalid y los bioproductos de extracto de tomillo y extracto de té.
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52 RECOMENDACIONES

» Realizar més estudios de sensibilidad in vitro utilizando principios activos diferentes a
los utilizados en este estudio para el control de Fusarium circinatum tales como:
Azoxystrobin, Cyprodinil, Difenoconazol, Tiabendazol y Sulfato de cobre
pentahidratado.

* Realizar estudios a nivel de vivero aplicando Pyraclostrobin y Tebuconazol que fueron
los productos que mejor funcionaron in vitro para poder observar su efecto en condiciones

de campo.

« Utilizar, més aislados de F. circinatum de otros sectores diferentes utilizados en estudio.
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GLOSARIO

Agente causal: microorganismo del ambiente que, por sus propiedades, puede causar problemas

fitosanitarios al hospedero (Massalimov et al., 2017: p.307).

Cepas: son el material basico para el desarrollo de cualquier especie de hongo a nivel de

laboratorio (Mata y Salmones, 2021: p.29).

Concentracion: magnitud que expresa la cantidad de una sustancia por unidad de volumen, y

cuya unidad en el sistema internacional es el mol por metro clbico (mol/m?) (RAE, 2021).

Crecimiento micelial: desarrollo del micelio por el contacto entre esporas con un entorno

favorable y con suficientes nutrientes (Dulay et al., 2020: p.2).

Diluciones: reduccion de la concentracion de sustancias quimicas en una solucién (Bolivar,
2021).

Dispensado: llenado de recipientes con el volumen necesario de medio (Merck, 2022).

Concentracion Letal 50 (CLso): es la dosis de una sustancia, que se espera que produzca un
determinado efecto en el 50% de los organismos de experimentacion de una poblacién dada, bajo

un conjunto de condiciones definidas (Espinoza et al., 2017, p.194).

Efecto inhibitorio: capacidad de una sustancia para inhibir o controlar las funciones de un

organismo a través de un estimulo determinado (Cognifit, 2021).

Esporas: es una célula reproductiva de los hongos que tiene la capacidad de dividirse y formar

un nuevo individuo (MedlinePlus, 2022).

Inhibicidn: suspender transitoriamente una funcion o actividad del organismo mediante la accion

de un estimulo adecuado (RAE, 2022).

In vitro: referente que se encuentra en medio de cultivo (Pefia y Péez, 2014).

Medio enmendado: es la mezcla de medio de cultivo con cualquier sustancia ajena a este (Arce,
2019: p.385)



Micelio: es una red de hifas o filamentos que se conforman de filas de células dispuestas en hilera

(Droppelmann, 2022).

Principio activo: cualquier sustancia 0 mezcla de sustancias destinada a ser utilizada en la

fabricacion de un producto (Barrantes, 2022).

Sensibilidad: el cambio de una variable frente a la variacion en un factor que pueda impactar en

su valor ya sea positiva 0 negativamente (Westreicher, 2020).

Solucion stock: es una solucién de concentracién conocida, que sirve como base para preparar

para la dilucion otras soluciones en concentraciones mas pequefias (Kripkit, 2020).

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

a las superficies germinaran y los micelios comenzaran a crecer (Suconel, 2013: p.3).
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ANEXOS

ANEXO A: CRECIMIENTO DE LAS SEIS CEPAS DE Fusarium circinatum EN LAS
CAJAS PETRI ENMENDADO CON PYRACLOSTROBIN

Pyraclostrobin FC1R

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0 PPM

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0 PPM



100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0 PPM




ANEXO B: CRECIMIENTO DE LAS SEIS CEPAS DE Fusarium circinatum EN LAS
CAJAS PETRI ENMENDADO CON METIL TIOFANATO

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1PPM 0 PPM




Metil tiofanato FC2R




ANEXO C: CRECIMIENTO DE LAS SEIS CEPAS DE Fusarium circinatum EN LAS
CAJAS PETRI ENMENDADO CON TEBUCONAZOL

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0 PPM

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0 PPM

Tebuconazol FC1P




100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0 PPM

Tebuconazol FCIR

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0PPM



ANEXO D: CRECIMIENTO DE LAS SEIS CEPAS DE Fusarium circinatum EN LAS
CAJAS PETRI ENMENDADO CON BOSCALID

Boscalid FC3P

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0 PPM

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1PPM 0 PPM

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0PPM

Boscalid FC3R

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1PPM 0



Boscalid FC2R

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0 PPM

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0 PPM



ANEXO E: CRECIMIENTO DE LAS SEIS CEPAS DE Fusarium circinatum EN LAS
CAJAS PETRI ENMENDADO CON EXTRACTO DE TOMILLO

Extracto de Tomillo FC3P




Extracto de arbol de té FC3P

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0PPM

Extracto de arbol de té FC2P

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0 PPM



ANEXO F: CRECIMIENTO DE LAS SEIS CEPAS DE Fusarium circinatum EN LAS CAJAS
PETRI ENMENDADO CON EXTRACTO DE TE

Extracto de arbol de té FC2R

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0 PPM

Extracto de arbol de té FC3R

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0PPM

Extracto de arbol de té FC1P

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0PPM

Extracto de arbol de té FC2P

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0 PPM



Extracto de arbol de té FC1R

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1PPM 0PPM

100 PPM 10 PPM 1PPM 0,1 PPM 0PPM



ANEXO G: PREPARACION DEL MEDIO PDA POTATO DEXTROSE AGAR

los gramos a utllizar Peso
de del medio PDA.

gramos a la botella de

vidrio.

Traspaso del medio PDA en Traspaso del agua destilada

para disolver el medio PDA,

Enfundado de las botellas de vidric para
enviar autoclavar,

Las botellas de vidrio en la
autoclave parz el proceso de
esterilizacion

| producto oA utilizado. |

ANEXO H: PRODUCTOS DE FUNGICIDAS UTILIZADOS




ANEXO I: PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK




ANEXO J: METODOLOGIA in vitro

METODOLOGIA

AISLADOS MATERIALES

FC1P  Fusarium circinatum 2019  Pinus patula Cotopaxi » Agua destilada estéril
» Papa Dextrose Agar al 3.9% (PDA DifcoTM)

FC2P  Fusarium circinatum 2019  Pinus patula Cotopaxi + Balanza de precision (RADWAG AS220.R2)
+ Autoclave (BIOBASE BKQ-B100ll)

FC3P  Fusarium circinatum 2019  Pinus patula Cotopaxi + Camara de flujo laminar (OASIS 48)
* Camara fotografica (CANNON) -

FC1R  Fusarium circinatum 2019  Pinus radiata Cotopaxi * Micropipeta (Eppendorf) 2
+ Calibrador digital (VERNIER).

Fusarium circinatum 2019 Pinus radiata Cotopaxi + Cajas Petri

» Vasos de precipitacion

Fusarium circinatum 2019  Pinus radiata Cotopaxi

ANEXO K: SENSIBILIDAD in vitro

) Diluciones seriadas de las
Solucion stock concentraciones utilizadasa
.

Filtrado

Productos

Repique: Colocacion de
discos de micelio en medio

Medicién del crecimiento Incubado cajas de Petria
micelial Temperatura 25+ °C enmendado Dispensado encajas de  Medio enmendado
. N Petri y gelificar



ANEXO L: GRAFICAS DE PORCENTAJE DE INHIBICION PARA FACTOR A 'Y
FACTOR B DE PYRACLOSTROBIN
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ANEXO M: GRAFICAS DE PORCENTAJE DE INHIBICION PARA FACTORAY
FACTOR B DE METIL TIOFANATO
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ANEXO N: GRAFICAS DE PORCENTAJE DE INHIBICION PARA FACTOR A Y
FACTOR B DE BOSCALID
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ANEXO O: GRAFICAS DE PORCENTAJE DE INHIBICION PARA FACTOR A'Y
FACTOR B DE TEBUCONAZOL
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ANEXO P: GRAFICAS DE PORCENTAJE DE INHIBICION PARA FACTOR A 'Y
FACTOR B DE EXTRACTO DE TOMILLO
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ANEXO Q: GRAFICAS DE PORCENTAJE DE INHIBICION PARA FACTOR A'Y
FACTOR B DE EXTRACTO DE ARBOL DE TE
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ANEXO R: TABLA RESUMEN DEL FACTOR INTERACCION DOSIS:CEPA DE LOS
DIFERENTES PRODUCTOS UTILIZADOS

Porcentaje de

Dosis:Cepa o Rango de significancia Producto
inhibicidn %
1:FC1P 80,94 a i
i Pyraclostrobin
0,1:FC1R 0,28 i
0.1:FC2P 57,89 a Metil tiofanat
0.1:FC3P 16,05 f  Hotanato
1.FC1P 83,0 a
Tebuconazol
0.1:FC2ZP 11,86 h
100:FC2P 79 66 a .
) Boscalid
0.1:FC3P 17,76 J
0,1:FC2R 5486 a
Extracto de Tomillo
100:FC3P 10,85 g
10:FC2R B3 77 a
Extracto de arbol de té
100:FC3P 64,67 q

El analisis de varianza para la variable interaccidon dosis:cepa para todos los productos se dio un efecto
significativo a excepcion del bioproducto extracto de arbol de té ya que su p-valor fue mayor a > 0,05.
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