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RESUMEN

La pitahaya amarilla, también conocida como fruta dragén amarilla (Selenicereus megalanthus),
es un fruto exotico apreciado por su sabor distintivo y propiedades nutricionales. Sin embargo, en
Ecuador, su produccién enfrenta desafios fitosanitarios, incluida la presencia del hongo patégeno
Alternaria spp. Este hongo puede causar manchas en las hojas, pudricion de los frutos e incluso
pérdidas significativas en la produccion si no se controla adecuadamente. A pesar de la
popularidad de los productos comerciales, su eficacia contra esta enfermedad no se ha evaluado
en un entorno in vitro, lo que genera una brecha critica de conocimiento al momento de utilizar
dichos productos. Para abordar esto, se evalu6 la sensibilidad de Alternaria spp. presente en el
cultivo de pitahaya a diferentes fungicidas comerciales mediante pruebas in vitro. El estudio se
realiz6 en el laboratorio de Proteccion Vegetal de la Estacion Experimental Central de la
Amazonia (INIAP) en el Canton Joya de los Sachas, Provincia de Orellana. Los fungicidas
evaluados incluyeron el Difeconazole, Clorotalonil, Azoxystrobin, tebuconazol y un control
bioldgico con Bacillus subtilis. Las variables consideradas fueron las dosis (alta, media y baja) y
la inhibicion del tubo germinativo. Los resultados indican que el tebuconazol (0.10 pum) es el
fungicida mas efectivo para reducir la longitud del tubo germinativo de Alternaria spp., seguido
por Clorotalonil (0.18 um), Azoxystrobin (0.37 um) y Difeconazole (0.37 um). Ademas, Bacillus
subtilis mostré una eficacia intermedia (0.73 um). Estos hallazgos resaltan la importancia de
utilizar dosis adecuadas para maximizar la eficacia y minimizar el riesgo de resistencia en el

control de patégenos en cultivos agricolas

Palabras claves: <HONGO (Alternaria spp.)>, <FUNGICIDAS>, <DOSIS>, <INHIBICION>,
<SENSIBILIDAD>, <TEBUCONAZOLE>, <BIOLOGICO>.

Criskan Tenelanda &
Ing. Cristian Sebastian Tenelanda S. 1081-DBRA-UPT-2024
0604686709
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SUMMARY

Yellow pitahaya, also known as yellow dragon fruit (Selenicereus megalanthus), an exotic fruit
prized its distinctive flavor and nutritional properties. However, in Ecuador, its production faces
phytosanitary challenges, including pathogenic fungus presence Alternaria spp. This fungus can
cause leaf spot, fruit rot and even significant yield losses if is not properly controlled. Despite
popularity of commercial products, efficacy against this disease has not been evaluated a vitro
environment, creating a critical knowledge gap when using such products. To address this,
sensitivity of Alternaria spp. present in pitahaya crop to different commercial fungicides was
evaluated by in vitro tests. The study was conducted at Plant Protection Laboratory of Central
Experimental Station in Amazon (INIAP) in Joya de los Sachas Canton, Orellana Province. The
fungicides evaluated included Difeconazole, Chlorotalonil, Azoxystrobin, tebuconazole and a
biological control with Bacillus subtilis. The variables considered were doses (high, medium and
low) and germ tube inhibition. The results indicate tebuconazole (0.10 um) is the most effective
fungicide to reduce Alternaria spp. germ tube length, followed by Chlorothalonil (0.18 um),
Azoxystrobin (0.37 um) and Difeconazole (0.3 pum). In addition, Bacillus subtilis showed
intermediate efficacy (0.73 um). These findings highlight the importance to use adequate doses

to maximize efficacy and minimize resistance risk on pathogens control in agricultural crops.

Key words: <FUNGI (Alternaria spp.)>, <FUNGICIDES>, <DOSE>, <INHIBITION>,
<SENSITIVITY>, <TEBUCONAZOLE>, <BIOLOGICAL>.

Translated by:
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Lcda. Nancy de las Mercedes Barreno Silva. Mgs
DOCENTE ESPOCH SEDE-ORELLANA
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INTRODUCCION

La pitahaya amarilla o fruta dragdn amarilla (Selenicereus megalanthus) es un fruto exético
popular y apreciado por su sabor distintivo y sus propiedades nutricionales (Morillo-Coronado et al.
2022). En Ecuador, especificamente en la provincia de Morona Santiago, particularmente en la
localidad de Palora, la produccion de pitahaya ha adquirido relevancia econdmica significativa.
Sin embargo, esta actividad se enfrenta a desafios fitosanitarios, entre ellos, la presencia de
Alternaria spp., un hongo patdgeno que puede causar manchas en hojas, pudricion de frutos e

incluso pérdidas significativas en la produccidn si no es controlada de manera adecuada (Suérez,
Pico y Delgado 2019, pag. 1).

El control de patégenos del género Alternaria spp., en los cultivos de la pitahaya es fundamental
para garantizar la sostenibilidad y rentabilidad a largo plazo. La evaluacién de la sensibilidad de
Alternaria spp. a fungicidas comerciales a través de estudios in vitro es esencial para desarrollar
estrategias de manejo efectivas (Rojas 2020, pag. 67).

Ecuador, pais reconocido por su diversidad biolégica y destacada produccion agricola (Varea 2004),
la investigacion en agricultura se ha intensificado para abordar los desafios especificos del cultivo
de la pitahaya. La provincia de Morona Santiago, donde se encuentra Palora, emerge como un
ente clave estratégico en esta investigacion, especialmente en la optimizacion de la produccion y
la mitigacion de los riesgos fitopatoldgicos asociados con este cultivo (Suérez, Pico y Delgado 2019,
pag. 1).

El estudio propuesto se enfoca en conocer la sensibilidad de la cepa de Alternaria spp., presente
en la pitahaya amarilla de Palora a diferentes fungicidas comerciales mediante ensayos in vitro.
Especificamente, se evaluara cdmo estos fungicidas afectan el tubo germinativo de Alternaria
spp., lo cual es crucial para comprender su efectividad en la inhibicion del crecimiento y
desarrollo del hongo. La investigacién determinara la capacidad de los fungicidas para reducir o
atrofiar el tubo germinativo, proporcionando datos criticos para la seleccién de tratamientos y

dosis mas efectivos.

Esta investigacion es relevante para la agricultura local y nacional, ya que sus resultados pueden
proporcionar informacion valiosa para el disefio de programas de manejo integrado de
enfermedades en los cultivos de pitahaya. Al identificar fungicidas que inhiben eficazmente el
crecimiento de Alternaria spp., los productores podran implementar practicas de control més

eficientes, reduciendo las pérdidas y mejorando la calidad del producto final. Estos hallazgos



tienen el potencial de beneficiar a los productores de pitahaya en todo el pais, contribuyendo a la

sostenibilidad y competitividad de este importante cultivo.



CAPITULO |

1 PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

En el pais, el cultivo de Pitahaya se concentra principalmente en Palora provincia de Morona
Santiago y en Pedro Vicente Maldonado provincia de Pichincha (Proafio Bastidas 2013, pag.2). En
Ecuador existen 1.528 hectareas sembradas de pitahaya con una produccion de 7.6 Tn por
hectérea (vargas et al. 2020, pags. 15) este cultivo enfrenta desafios significativos debido a plagas y

enfermedades que impactan tanto la calidad como el rendimiento del fruto (Valencia-Botin, Kokubu
y Ortiz-Hernandez 2013 pag. 2).

Entre las enfermedades que afectan notablemente el cultivo de pitahaya, especialmente durante
las etapas de crecimiento vegetativo y reproductivo, se destaca la provocada por el ataque de
Alternaria spp. Este patogeno, puede actuar como fitopatégeno o saprofito, es reconocido por
causar la aparicion de sarna en las vainas y frutos (Suérez, Pico y Delgado 2019, pag. 1), cierta
enfermedad limita el crecimiento de nuevos cladodios, generando sarnas o costras que obstruyen

su desarrollo.

1.1 Planteamiento del problema

La produccién de pitahaya amarilla (Selenicereus Megalanthus) en la region de Morona Santiago,
con enfoque en Palora, enfrenta un desafio critico relacionado con la presencia de Alternaria spp.
Esta enfermedad, manifestada como sarna en vainas y frutos, impacta severamente el crecimiento
y rendimiento del cultivo, con pérdidas potenciales que pueden alcanzar hasta el 80% durante la

temporada de cosecha (Suarez, Pico y Delgado 2019, pag. 1).

La estrategia primaria de control implica el uso de fungicidas comerciales. Sin embargo, la
eficacia de estos productos y su capacidad para enfrentar especificamente las cepas de Alternaria
spp., presentes en la pitahaya amarilla no ha sido evaluada en un entorno in vitro. La ausencia de
informacidn sobre la sensibilidad de estas cepas de hongos patdgenos a los fungicidas comerciales

disponibles, en un entorno controlado in vitro, representa una brecha critica en el conocimiento.

La necesidad de realizar pruebas in vitro para evaluar la respuesta de Alternaria spp., a diferentes
fungicidas comerciales representa una importancia fundamental para implementar un disefio de
estrategias precisas y efectivas de manejo y control. La falta de datos sobre la efectividad de estos
productos en un entorno controlado impide la identificacion de tratamientos Optimos, dosis

adecuadas y la comprension de posibles resistencias, elementos esenciales para el desarrollo de

3



recomendaciones practicas que fortalezcan la sostenibilidad y rentabilidad del cultivo de pitahaya
amarilla en esta region.

En contexto, la realizacidén de pruebas in vitro se vuelve imperativa para llenar este vacio de
informacién y proporcionar una base sélida para la toma de decisiones informadas sobre el
manejo de Alternaria spp., en la pitahaya amarilla de Palora perteneciente a la provincia de

Morona Santiago.

1.2 Objetivos

1.2.1  Objetivo general
Evaluar la sensibilidad de Alternaria spp., presente en el cultivo de pitahaya (Selenicereus

megalanthus) a diferentes fungicidas comerciales, mediante pruebas in vitro.

1.2.2  Objetivos especificos

o Determinar la sensibilidad in vitro de crecimiento del tubo germinativo de Alternaria spp., a
cinco fungicidas comerciales con el fin de proporcionar datos fundamentales para el control
fitosanitario efectivo en cultivos de pitahaya.

e Analizar el efecto inhibitorio de las diferentes dosis de fungicidas comerciales sobre el
crecimiento del tubo germinativo de Alternaria spp., en condiciones in vitro.

e Estimar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de cada fungicida con el fin de controlar

la germinacion de Alternaria spp., en condiciones in vitro.



1.3 Justificacion

La evaluacion exhaustiva de la sensibilidad de las cepas de Alternaria spp., presentes en la
pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus) frente a una gama diversa de fungicidas
comerciales mediante ensayos in vitro es esencial para abordar los desafios fitopatoldgicos que
amenazan la viabilidad de estos cultivos.

La pitahaya, a pesar de su creciente demanda y reconocimiento por su valor nutricional y
singularidad en el mercado, enfrenta constantes amenazas por enfermedades flngicas,
particularmente aquellas ocasionadas por especies de Alternaria spp. Estas infecciones no solo
impactan la calidad y cantidad de la produccion de pitahayas, ademas representa una
preocupacion significativa para los productores locales.

La justificacion de este estudio radica en la necesidad urgente de comprender y caracterizar la
respuesta de las cepas especificas de Alternaria spp., presentes en la pitahaya amarilla frente a
distintos fungicidas disponibles en el mercado. Esta evaluacion in vitro no solo permitira discernir
la eficacia de los fungicidas comerciales en el control de estas infecciones, sino que también
proporcionara informacion detallada sobre la resistencia o sensibilidad de los patdgenos a estos

agentes quimicos.

La relevancia de este estudio se fundamenta en su potencial impacto directo en la sostenibilidad
de la industria de la pitahaya en la provincia de Morona Santiago y a nivel nacional en Ecuador.
Al comprender mejor la sensibilidad de los hongos patégenos a los fungicidas comerciales, se
podrian desarrollar estrategias de manejo mas precisas y efectivas para mitigar las enfermedades
fangicas en los cultivos de pitahaya. Ademas, la informacion obtenida puede ser crucial para
optimizar el uso de fungicidas, reducir la resistencia adquirida por hongos y mejorar la salud

general de los cultivos.

1.4 Hipotesis o pregunta de investigacion

Ho: Los fungicidas comerciales a diferentes concentraciones en condiciones in vitro, no ejercen

un efecto inhibitorio en el crecimiento del tubo germinativo de conidios de Alternaria spp.

Hi: Los fungicidas comerciales a diferentes concentraciones en condiciones in vitro, ejercen un

efecto inhibitorio en el crecimiento del tubo germinativo de conidios de Alternaria spp.



CAPITULO II
2 MARCO TEORICO

2.1 Origen de la pitahaya

La pitahaya, originaria de América Latina, se cultiva en todo el mundo y se distribuye tanto en
Ameérica como en Asia, contando con alrededor de 200 especies endémicas. Esta familia muestra
una amplia diversidad y presencia exclusiva, concentrandose especialmente en naciones como

Guatemala, México, Brasil, Costa Rica, Honduras, Colombia y Ecuador (Huachi et al. 2015, pég. 3).
2.2 Taxonomia de la pitahaya

La pitahaya es parte de la familia Cactaceae y se clasifica como un tipo de cactus. Estas plantas
son enredaderas y cuentan con raices aéreas, y sus frutos pueden presentarse con o sin bracteas.
En términos taxondémicos, se destacan dos géneros principales: el Hylocereus, asociado a la

pitahaya roja, y el Selenicereus, que se relaciona con la pitahaya amarilla.

Tabla 2-1: Taxonomia de la pitahaya Amarilla (Selenicereus megalanthus)

Reino Plantae

Division Magnoliophita
Clase Magnoliopsida
Orden Caryophillae
Familia Cactaceae - cactacea
Genero Selenicereus

Especie Megalanthus

Nombre cientifico Selenicereus Megalanthus

Fuente: (Garcia Solis 2021).
Realizado por: Sarmiento R., 2024.

2.2.1 Generalidades del cultivo

La pitahaya es una planta perenne que posee caracteristicas trepadoras y hemiepifitas, capaz de
absorber agua tanto a través de las raices en el suelo como de las raices adventicias presentes en
su tallo. Sus hojas se presentan en forma de pencas con margenes ovalados, adoptando una
estructura triangular al ser observadas en corte transversal. Sus flores son completas,
hermafroditas y simétricas, destacan por su abundancia de estambres y pétalos de color blanco,

alcanzando dimensiones de hasta 25 cm de largo (Vargas Tierras et al. 2020, pag. 10).
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Los frutos de la pitahaya son del tipo baya y su color varia dependiendo de la especie,
generalmente se presentan en tonalidades intensas de amarillo o rojo. Su pulpa es blanca, de forma
ovalada a alargada (con longitudes entre 6 y 12 cm) y su peso oscila entre 50 y 400 gramos. En

su interior alberga pequefias semillas de tonalidad oscura (Vargas Tierras et al. 2020, pag. 10).

La pitahaya, conocida como "Fruta del Dragén"”, ha ganado fama a nivel mundial debido a sus
notables propiedades nutricionales y fisicoquimicas, lo que la convierte en un alimento funcional
reconocido. Este fruto exdtico es apreciado por sus compuestos bioactivos y se valora por sus

caracteristicas organolépticas, lo que le confiere un alto valor comercial (Verona 2020, pég. 2).

En la actualidad, la pitahaya se ha convertido en una fruta tropical altamente rentable para la
exportacion, impulsada por sus cualidades nutricionales y su atractiva morfologia. Esta fruta es
una fuente rica de vitamina C, carbohidratos, agua y fibra, que representan aproximadamente el
80% de su composicion. Se destaca por su capacidad antioxidante, principalmente en las semillas,
las cuales poseen concentraciones elevadas de acidos grasos, especialmente el acido linoleico. El
aceite extraido de estas semillas se utiliza con propdsitos laxantes y para aliviar molestias

estomacales, mejorando el funcionamiento del tracto digestivo (Sotomayor et al. 2019. pag. 5).

2.2.2 Problemas fitosanitarios del cultivo

La pitahaya, aunque es una fruta altamente apreciada, enfrenta desafios fitosanitarios
significativos. Algunos de los problemas comunes incluyen enfermedades fungicas como la
mancha bacterial y las pudriciones causadas por hongos, que pueden afectar la calidad y cantidad
de la fruta. Ademas, plagas como los acaros, escamas Yy cochinillas pueden impactar
negativamente el crecimiento y la salud de la planta, comprometiendo su produccion. Estos
problemas fitosanitarios exigen estrategias efectivas de manejo integrado para salvaguardar los
cultivos de pitahaya y mantener su rendimiento dptimo. El cultivo de pitahaya es afectado por
plagas y enfermedades, destacAndose los patogenos Alternaria , Antracnosis, (Suarez, Pico y
Delgado 2019, pag.l), pudricion basal, bacteriosis, nematodos fitoparasitos y la plaga
denominada chinche pata de hoja; perjudicando estos problemas fitosanitarios al agricultor una

pérdida econémica del 44% (Valencia 2013, pag. 2).

2.2.3 Prevalencia de Alternaria spp., en la Pitahaya

Estudios previos han identificado la presencia de Alternaria spp., como un desafio fitopatologico
importante en el cultivo de la pitahaya. Se ha observado que estas especies fungicas pueden causar
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dafos significativos en la fruta, afectando la calidad y cantidad de la produccion (Suérez, Pico y
Delgado 2019, pag. 1). La susceptibilidad de la pitahaya a las infecciones por Alternaria spp., ha
generado preocupacién debido a las pérdidas econémicas y de rendimiento que puede ocasionar.
Investigaciones previas han demostrado que estas infecciones pueden reducir la calidad de la fruta

y disminuir los rendimientos de los cultivos (Suérez, Pico y Delgado 2019, pag. 1).

2.3Fungicidas

La palabra "fungicidas" tiene sus raices en "fungicida”, derivado del latin "fungus" (hongo) y el
sufijo "-cida", que significa "matar" o "destruir". Un "fungicida" es una sustancia capaz de
controlar o eliminar hongos. Asi, la "fungicidas" se refiere a la inherente capacidad de un agente
para ser fungicida, es decir, su habilidad para combatir el crecimiento o propagacion de hongos
patégenos. Este término describe la capacidad de un compuesto, pesticida o agente natural para
controlar o prevenir el crecimiento de hongos dafiinos. En esencia, la fungicidas se relaciona con
la capacidad de un producto o sustancia para actuar eficazmente como fungicida, ofreciendo

proteccidn contra hongos no deseados (Pulido y Sandoval 2008, pags. 40).

2.3.1 Accion fungicida o fungistatica

La accion fungicida y fungistatica se refiere al efecto que tienen ciertos compuestos o0 agentes

sobre los hongos.

Fungicida: Se trata de sustancias 0 compuestos quimicos que tienen la capacidad de matar o
destruir hongos. Estos agentes fungicidas pueden ser utilizados para eliminar activamente el

crecimiento de hongos patégenos, deteniendo su desarrollo y reproduccion.

Fungistatica: Por otro lado, la accién fungistatica implica la capacidad de inhibir o detener el
crecimiento y la reproduccién de hongos, pero no necesariamente los destruye por completo. En
lugar de matarlos, estos agentes fungistaticos limitan su crecimiento y actividad, manteniendo los

niveles de infeccidn bajo control (Garcia y Portilla 2011, pag. 193).

Ambas acciones son relevantes en la agricultura, la medicina y la industria, donde el control de
hongos patgenos es esencial. Los fungicidas se utilizan para el control activo de infecciones
fangicas, mientras que los fungistaticos pueden ser Gtiles para prevenir la proliferacion de hongos

en ciertas condiciones sin necesariamente eliminarlos por completo (Alexopoulos, 1996, pag. 220).



2.3.2 Clases de fungicidas

Los fungicidas se dividen en diferentes clases segin su modo de accidn, composicion quimica y
efectos sobre los hongos. A continuacién, una breve resefia de algunas clases comunes de

fungicidas:

Fungicidas protectores: Son productos gue crean una barrera protectora en la superficie de la
planta, previniendo la infeccidn por hongos. Se aplican antes de que ocurra la infeccion y son

efectivos principalmente como medida preventiva (Garcia y Portilla 2011, pag. 193)

Fungicidas sistémicos: Estos fungicidas son absorbidos por la planta y se mueven dentro de sus
tejidos, ofreciendo proteccién desde adentro. Son efectivos tanto preventivamente como

curativamente, por su eficacia de detener el crecimiento de hongos existentes (Garcia y Portilla 2011,
pags. 193)

Fungicidas de contacto: Actlan unicamente sobre la superficie de la planta tratada y no son
absorbidos por los tejidos. Son efectivos al entrar en contacto directo con el hongo, pero no tienen
actividad residual (Garcia y Portilla 2011, pag. 194)

Fungicidas de accion especifica: Dirigidos a un grupo particular de hongos o a un proceso
metabdlico especifico en los hongos, estos fungicidas son selectivos en su accion, lo que los hace

utiles para el control de ciertas enfermedades flngicas sin afectar otros organismos (Garciay Portilla
2011, pag. 194)

Fungicidas de amplio espectro: Tienen la capacidad de controlar una amplia gama de hongos.
Aunque son efectivos contra muchos patégenos, pueden tener impactos mas amplios en el

ambiente al afectar también a organismos no objetivo (Oliver y Hewitt 2014, pag. 120).

2.3.3  Modo de accidn de los fungicidas

Los fungicidas se agrupan segtin su modo de accidn, quimica y efectividad contra ciertos tipos de

hongos. Algunos de los principales grupos de fungicidas incluyen (Oliver y Hewitt 2014, pag. 120).

Inhibidores de la sintesis de ergosterol: Acttan bloqueando la produccion de ergosterol, un
componente vital de las membranas celulares de los hongos. Esto afecta la integridad de las
membranas, provocando la muerte del hongo o la inhibicion de su crecimiento. Ejemplos:

triazoles, imidazoles (Oliver y Hewitt 2014, pag. 120).
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Inhibidores de la sintesis de quitina: Impiden la formacion de quitina, un componente
estructural clave en los hongos. Sin la formacion adecuada de quitina, la estructura de la pared
celular se debilita, afectando la capacidad del hongo para crecer y reproducirse. Ejemplos:

Bencimidazoles, Anilinopirimidinas (Oliver y Hewitt 2014, pag. 121).

Inhibidores de la respiracion mitocondrial: Interfieren con la cadena respiratoria de los hongos,

afectando su capacidad para producir energia. Ejemplos: Estrobirulinas, Carboxamidas (Oliver y
Hewitt 2014, pag. 121).

Fungicidas multisiticos: Estos fungicidas tienen varios sitios de accion y pueden actuar sobre
diferentes procesos metabolicos en los hongos, lo que los hace efectivos contra una amplia gama

de patégenos. Ejemplos: Cloratolonil, Mancozeb (Oliver y Hewitt 2014, pag. 121).

2.3.4  Clasificacion de los fungicidas

Los fungicidas se clasifican en familias basadas en su estructura quimica y su modo de accion. A

continuacion, algunas familias comunes de fungicidas (Oliver y Hewitt 2014, pag. 119).

Triazoles: Comprende un grupo importante de fungicidas sistémicos que inhiben la biosintesis
del ergosterol en los hongos. Esta familia incluye compuestos como el tebuconazol, el

Propiconazol y el Difenoconazol (Oliver y Hewitt 2014, pag. 119).

Imidazoles: Otro grupo de fungicidas sistémicos que también interfieren con la sintesis de
ergosterol. Ejemplos incluyen el clotrimazol y el miconazol, que se utilizan en aplicaciones

médicas (Oliver y Hewitt 2014, pag. 119).

Benzimidazoles: Actlan como inhibidores de la sintesis de microtibulos en los hongos,

interfiriendo con su divisién celular. Ejemplos incluyen el Tiabendazol y el Carbendazim (Oliver
y Hewitt 2014, pag. 119).

Estrobilurinas: Fungicidas que interfieren con la cadena de transporte de electrones en la

respiracion mitocondrial de los hongos. Algunos ejemplos son el Azoxistrobina y el

Picoxistrobina (Oliver y Hewitt 2014, pag. 119).
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Morfolinas: Inhiben la biosintesis del aminodcido metionina en los hongos, afectando su

crecimiento y desarrollo. La Fludioxonil es un ejemplo comin de esta familia (Oliver y Hewitt 2014,
pag. 119).

Carbamatos: Se utilizan para el control de hongos fitopatégenos y pueden tener varios modos

de accidn, incluyendo la inhibicién de la division celular. Citandose el Tiram y el Carbaril (Oliver
y Hewitt 2014, pag. 119).

2.4 Productos Fungicidas

2.4.1 Difenoconazole

El Difenoconazole es un fungicida sistémico que ejerce su accion principalmente como inhibidor
de la biosintesis de ergosterol, un componente crucial de las membranas celulares en hongos.
Actua al interferir con la enzima C14-demetilasa, esencial en la ruta metabdlica que convierte el

lanosterol en ergosterol (Oliver y Hewitt 2014, pag. 120).

El ergosterol es fundamental para la integridad y funcidn de las membranas celulares en los

hongos. Su inhibicidn provoca una serie de efectos perjudiciales en la célula fungica:

Alteracion de la membrana celular: La disminucidn en la sintesis de ergosterol provoca cambios
en la composicion y estructura de las membranas celulares de los hongos. Esto resulta en una
mayor permeabilidad de las membranas, lo que altera su funcién como barrera protectora y afecta

la homeostasis celular (Oliver y Hewitt 2014, pag. 120).

Impedimento del crecimiento y la reproduccion: La reduccion en la produccion de ergosterol
puede afectar la formacion de estructuras celulares y miceliares, lo que interrumpe la division

celular y restringe el crecimiento y la reproduccion del patdgeno flngico (Oliver y Hewitt 2014, pags.
120).

242 Azoxystrobin

Azoxystrobin es un fungicida de la familia de las Estrobilurinas que tiene un modo de accion
especifico en los hongos patégenos. Actla como un inhibidor de la respiracién mitocondrial al
interferir con el complejo 111 de la cadena de transporte de electrones en las mitocondrias de los

hongos (Oliver y Hewitt 2014, pag. 120)..
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Mecanismo de accion:

Inhibicién de la respiracion mitocondrial: Al unirse a la quinol oxidasa del complejo 111 de la
cadena de transporte de electrones, el Azoxystrobin interfiere con la transferencia de electrones
en la cadena respiratoria. Esto provoca una interrupcion en el flujo de electrones y la formacion
de especies reactivas de oxigeno, lo que lleva a un bloqueo en la produccién de ATP (energia) en

la célula fungica (Boudina et al. 2007, pag. 10).

Efectos en la respiracion y metabolismo celular: Esta interrupcion en la respiracion mitocondrial
afecta significativamente el metabolismo energético de los hongos, debilitando su capacidad para
generar energia. Como resultado, se reduce la capacidad del hongo para crecer, desarrollarse y
reproducirse (Boudina et al. 2007, pag. 10).

2.4.3 Clorotalonil

El Clorotalonil es un fungicida multisitico que actla de manera no especifica sobre diversos
puntos dentro de la célula del hongo. Su modo de accidn no se centra en un sitio especifico, sino

gue afecta multiples procesos metabdlicos y celulares en el patégeno (Boudina et al. 2007, pag. 10).

Mecanismo de accion:

Inhibicion de maltiples procesos en la célula: Acttiia como un fungicida de contacto que se adhiere
a la superficie de la planta, cuando es absorbido por el hongo, interfiere con varios procesos
celulares y metabolicos. Esto puede incluir la inhibicion de enzimas, la alteracion de la estructura
de lamembranay la interferencia con la sintesis de proteinas en el hongo (Chaves, Shea y Danehower
2008, pag. 3).

Efecto en la germinacion del patdgeno: Aunque el Clorotalonil no tiene un modo de accion
especifico para detener la germinacion del patégeno, su accion general y no especifica en la célula

fangica puede afectar su capacidad para desarrollarse normalmente y completar su ciclo de vida
(Chaves, Shea y Danehower 2008, pag. 3).

2.4.4 Tebuconazole

El tebuconazole es un fungicida sistémico del grupo de los triazoles y su modo de accion se centra
en la inhibicién de la biosintesis del ergosterol en los hongos, similar a otros miembros de esta
familia (Oliver y Hewitt 2014, pag. 120).
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Mecanismo de accion:

Inhibicion de la biosintesis de ergosterol: Actiia como un inhibidor de la enzima C14-demetilasa,
que participa en la conversion del anosterol a ergosterol, un componente esencial de las

membranas celulares de los hongos (Mufioz-Leoz et al. 2011, pag. 1).

Efecto en la germinacidn del patdgeno: Al igual que otros triazoles, el tebuconazole no esta
especificamente dirigido a detener la germinacion del patdgeno. Su accién principal se enfoca en
afectar la sintesis de ergosterol, por ende su impacto esta mas relacionado con la actividad celular

una vez que el hongo ha germinado y se encuentre activo (Mufioz-Leoz et al. 2011, pag. 1).

2.4.5 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva ampliamente estudiada y utilizada en diferentes
aplicaciones debido a su versatilidad y capacidades beneficiosas. Se encuentra en suelos y
ambientes naturales y ha sido ampliamente investigada por sus propiedades benéficas en la
agricultura, la industria y la biotecnologia (Sonenshein, Hoch y Losick 1993, pag. 3).

Algunas caracteristicas y usos de Bacillus subtilis incluyen:

Biotecnologia: Esta bacteria se utiliza en la produccién de enzimas industriales, como proteasas

y amilasas, que tienen aplicaciones en la industria alimentaria y de detergentes.

Control biol6gico: Bacillus subtilis es un agente de control bioldgico de patdgenos de plantas.
Produce metabolitos antimicrobianos y péptidos que inhiben el crecimiento de patdgenos

fangicos y bacterianos, ayudando asi a proteger las plantas de enfermedades (Sonenshein, Hoch y
Losick 1993, pag. 3).

Promocion del crecimiento de plantas: Ademas de su actividad antipatdgena, Bacillus subtilis
puede promover el crecimiento de las plantas al inducir la resistencia sistémica en las plantas y

mejorar la disponibilidad de nutrientes en el suelo (Sonenshein, Hoch y Losick 1993, pag. 3).

Mecanismo de accion:
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Bacillus subtilis ejerce su accion principalmente a través de la produccién de compuestos
antimicrobianos como péptidos antibidticos, enzimas y metabolitos secundarios, logrando afectar

la membrana celular de otros microorganismos, inhibiendo su crecimiento y desarrollo (Sonenshein,
Hoch y Losick 1993, pag. 3).

En términos de mecanismo de accion, Bacillus subtilis produce una variedad de compuestos que
tienen efectos antibidticos y antifungicos. Los péptidos antimicrobianos, como la subtilisina,
interfieren con las membranas celulares de otros microorganismos, provocando su

desestabilizacion y eventual destruccidn (Sonenshein, Hoch y Losick 1993, péag. 3).

2.5 Hongo Alternaria spp

2.5.1 Alternaria spp

Alternaria, un género de hongos, estd presente en todas partes y abarca especies que son
saprofitas, endofiticas y patdgenas. Presente en diversos sustratos como semillas, plantas,
productos agricolas, animales, suelo y atmoésfera, estas causan graves enfermedades en plantas,

provocando pérdidas significativas en cultivos.

Alternaria, un patégeno fungico con una amplia distribucién, comprende especies que
desempefian funciones como saprofitos, endofitos y patdgenos. Se asocian con diversos sustratos,
como semillas, plantas, productos agricolas, animales, suelo y atmoésfera. Conocidas por ser
patdgenos vegetales graves, algunas especies ocasionan pérdidas considerables en cultivos y
tienen un impacto importante después de la cosecha, siendo agentes causantes de la
faeohifomicosis en pacientes inmunocomprometidos o actuando como alérgenos transportados
por el aire. Dada la importancia de sus efectos negativos en la salud humana y el entorno, la
identificacion precisa y rapida de las especies de Alternaria resulta valiosa para investigadores,

micologistas médicos y el pablico en general (Woudenberg et al. 2013, pag. 2).

2.5.2 Evolucion filogenética

En cuanto al género, Alternaria es un microorganismo ubicuo de hifomicetos dematiaceos que

comprende mas de 790 epitetos de especies y aproximadamente 368 especies aceptadas en 29

secciones. Estas especies ocupan diversos habitats, desde establecer relaciones endofiticas en

tejidos vegetales sin sintomas aparentes, hasta adoptar estilos de vida sapréfitos en una amplia

variedad de hospedadores y sustratos, como vegetacion muerta, papel y alimentos. Ademas,

desempefian roles como patégenos en plantas y animales, incluyendo a los seres humanos, a nivel
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mundial. El género tiene una distribucion global que abarca regiones como Asia (por ejemplo,
India, Japon), Australia, Europa y América del Norte (Thomma 2003, pag. 2).

Como agentes patdgenos invasivos, los géneros de Alternaria se encuentran frecuentemente en
diversos entornos, tales como la atmosfera, polvo, interiores, suelo y estructuras antiguas
deterioradas. Ocasionan enfermedades vegetales generalizadas, como manchas en las hojas y
defoliacion, manifestando sintomas caracteristicos con lesiones necréticas que van desde
tonalidades marrones hasta negras, rodeadas por areas clordticas en las hojas. También poseen la
capacidad de infectar flores, frutos, raices, plantulas y tallos, dando lugar a diferentes tipos de
lesiones. Estas enfermedades disminuyen el valor de mercado y generan pérdidas econdémicas en

cultivos esenciales como repollo, pepino, habas, cebolla, patata, tomate y plantas ornamentales
(Maet al. 2010, pag. 3).

La implementacion exitosa de estrategias de control a menudo se ve dificultada por errores en la
identificacion de las especies de Alternaria. Estas cepas tienen la capacidad de sintetizar una
amplia variedad de metabolitos secundarios. Algunas fitotoxinas generadas por Alternaria
muestran aplicaciones beneficiosas en la biotecnologia, actuando como agentes de control
biolégico o herbicidas dirigidos contra diversas especies vegetales en diversos entornos. No
obstante, también producen micotoxinas y estan asociadas con enfermedades oportunas que
afectan la salud de animales y seres humanos, como la alternariosis, ademas de representar un

riesgo potencial de contaminacion en productos alimentarios (Ma et al. 2010, pag. 3).

Numerosas discusiones y revisiones taxondmicas han contribuido a una mejor comprension de la
taxonomia de Alternaria y sus relaciones con géneros asociados. Muchas formas sexuales,
previamente descritas con diferentes nombres, se consideran la etapa sexual de Alternaria. Esto
incluye especies que histéricamente se trataban por separado, como Allewia, Crivellia y Lewia,
gue ahora se consideran sinénimos de Alternaria. Las especies presentan diversas caracteristicas
morfol6gicas en sus etapas sexuales y asexuales, lo que afecta su clasificacion y taxonomia

(Lawrence et al. 2014, pag. 2).

2.5.3 Taxonomia

El género Alternaria fue establecido por Nees en 1816 con la especie tipo A. alternata
inicialmente (Alternaria tenius), y clasificado taxondmicamente de la siguiente manera.

Tabla 2-2: Taxonomia de Alternaria

Reino Fungi

Filo Deuteromycetes.
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Clase: Hyphomicetes

Orden: Hyphomycetales
Familia: Dematiaceae.
Género: Alternaria

Fuente: (Agrios 2004).
Realizado por: Sarmiento R., 2024.

Es un tipo de hongo formado por filamentos que tienen estructuras de conidiéforos simples y
tabicados. Los conidios de Alternaria spp., muestran divisiones en sus estructuras, tanto
transversales como longitudinales, llamadas dictiosporas; tienen un color marrén y terminaciones
en punta en su extremo apical llamadas (faeodictiosporas). Se generan mediante un crecimiento
en la punta de una célula conidiégena o del conidio previo, lo que puede dar lugar a una cadena
de conidios si la espora produce multiples crecimientos. Los conidios de este género siguen un

patrén de desarrollo acropeto (Simmons 2007, pag. 312).

2.5.4 Micotoxinas

Ciertas cepas de Alternaria son conocidas por su habilidad para producir una diversidad de
metabolitos secundarios. Estos compuestos son sustancias de bajo peso molecular que se
producen durante la fase estacionaria de crecimiento y no son esenciales para el desarrollo o el
crecimiento del hongo productor. Persiste un debate sobre la naturaleza del metabolismo
secundario y la funcién que cumplen estos compuestos en la biologia de los organismos que los
producen. Una considerable cantidad de estos metabolitos muestran actividad biol6gica y pueden
ser perjudiciales para otros microorganismos, actuando como antibiéticos, asi como para plantas,

en forma de fitotoxinas, y también para animales (Fox y Howlett 2008, pag. 2).

Las micotoxinas son sustancias organicas generadas por hongos, capaces de causar dafio a la salud
tanto de seres humanos como de animales. Estas toxinas pueden causar problemas de intoxicacion
aguda, subaguda o cronica, y sus efectos pueden incluir carcinogenicidad, teratogenicidad,
mutagenicidad, neurotoxicidad e inmunosupresion (Richard 2007, pag. 3). Cuando los animales o los
humanos ingieren o inhalan toxinas fungicas en ciertas concentraciones, pueden experimentar
efectos adversos para la salud. Estos incluyen la reduccion de la disponibilidad de alimentos ricos
en proteinas, impactos en la inmunidad tanto humoral como celular, lo que conlleva a una mayor
susceptibilidad a las infecciones microbianas, asi como también pueden afectar la morbilidad y

mortalidad en animales de produccion (Brase et al. 2009, pag. 3).
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2.5.5 Morfologia

El micelio de Alternaria spp., tiene una apariencia caracteristica: es segmentado, de color verde
oscuro. Sus conidios, de tono café pardo, son ovalados y estan dispuestos en cadenas cortas,
pudiendo encontrarse en agrupaciones o de manera individual. En estas cadenas, el conidio mas
joven se sitta en el extremo. Los conidioforos, simples y de tonalidad oscura, pueden variar en
longitud, pero en esencia consisten en una estructura que une cadenas de conidios (esporas) con
el conidiéforo. Bajo condiciones éptimas, este hongo puede germinar en un lapso de 1 a 3 horas,

permitiendo que las esporas se dispersen a través del viento (Thomma 2003, pag. 4).

llustracion 2-1: Estructuras reproductivas de Alternaria
Fuente: (Agrios 2004).

2.5.6 Ciclo de la enfermedad

Alternaria spp., es un hongo que reside en tejidos infectados, como hojas en el suelo, tubérculos
y plantas huéspedes. Sus conidios germinan en estas superficies e ingresan a través del tejido
epidérmico de las hojas, tallos y frutos, encontrando acceso al interior, ya sea por la superficie
externa o la cascara de estos Ultimos. Bajo condiciones de humedad y temperatura adecuadas, se

inicia la infeccion, manifestindose como manchas en la parte inferior de la planta
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aproximadamente de 2 a 3 dias después de la siembra. En unos cuatro dias, se observa la presencia
de esporas a medida que estas manchas alcanzan unos 3 mm de diametro. Las esporas y conidios
se propagan a traves del viento, infectando plantas cercanas y causando lesiones mas extensas en
las hojas, tallos y frutos durante la etapa de senescencia de la planta en el campo. Estas lesiones
tienden a fusionarse, creando areas mas grandes en la superficie de las hojas, tallos y frutos. Es
importante tener en cuenta que esta enfermedad puede provocar pérdidas considerables en los

frutos si se almacenan a temperaturas frias de alrededor de 8 °C (Wang et al. 2020, péag. 2).

2.6 Medios de cultivo

Un medio de cultivo en microbiologia es un entorno disefiado para el crecimiento, mantenimiento
y estudio de microorganismos como bacterias, hongos o virus en un laboratorio. Este medio
proporciona los nutrientes necesarios, como carbohidratos, proteinas, sales minerales, vitaminas

y factores de crecimiento, para que los microorganismos se desarrollen y se multipliquen (Casado,
Torrico y Medina 2012, pag. 9).

Existen diferentes tipos de medios de cultivo, cada uno adaptado para el crecimiento de ciertos
tipos de microorganismos. Los medios pueden ser sélidos, liquidos o semisoélidos y pueden tener
composiciones especificas para promover ciertas caracteristicas o identificar propiedades
particulares de los microorganismos, como su capacidad para fermentar ciertos azlcares o su

resistencia a ciertos antibiéticos (Casado, Torrico y Medina 2012, pag. 9).

Los medios de cultivo pueden ser simples, conteniendo solo los nutrientes basicos, o complejos,
agregando extractos de tejidos o sueros. Ademas, se pueden usar medios selectivos que fomentan
el crecimiento de ciertos microorganismos mientras inhiben otros y medios diferenciales que
permiten distinguir diferentes especies segun sus caracteristicas de crecimiento o la produccion

de ciertos metabolitos (Casado, Torrico y Medina 2012, pag. 9).

Los medios de cultivo son herramientas fundamentales para el aislamiento, identificacion y
conservacion de microorganismos. Su desarrollo se remonta a los estudios de Louis Pasteur,
considerado el padre de la microbiologia, quien observé el crecimiento microbiano en soluciones
con azlcar y nitrogeno. Desde entonces, se han creado medios especializados para

microorganismos exigentes se multipliquen (Casado, Torrico y Medina 2012, pég. 9).

Clasificacion: La forma més simple de clasificar los medios de cultivo es por su consistencia:

2.6.1 Medios sélidos
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Contienen agar, un polisacérido extraido del alga Gelidium (u otros géneros) que les da firmeza.

Son Utiles para:

Aislamiento: Permiten el crecimiento de colonias individuales, facilitando la identificacion.

Mantenimiento: Conservan las caracteristicas de los microorganismos durante un tiempo.

Pruebas de sensibilidad a antibidticos: Permiten evaluar la eficacia de diferentes antibi6ticos

contra un microorganismo.

2.6.2 Medios liquidos

No contienen agar y son mas viscosos. Se utilizan para:

Cultivo a gran escala: Permiten obtener grandes cantidades de microorganismos para diferentes

propdsitos.

Pruebas bioquimicas: Detectan la presencia de enzimas y otras sustancias producidas por los

microorganismos.

Produccion de metabolitos: Permiten obtener productos de interés industrial a partir de

microorganismos.

Obtencion del agar: Se extrae de las algas mediante procesos de lavado, secado, extraccion,
filtracion, purificacion y desecacion. El resultado final puede ser polvo o hojuelas que se afiaden
al medio de cultivo multipliquen (Casado, Torrico y Medina 2012, pég. 10).

En sintesis, los medios de cultivo son esenciales para el estudio de los microorganismos y sus
aplicaciones en diversas areas como la medicina, la industria y la agricultura. La eleccion del
medio adecuado depende de las caracteristicas del microorganismo que se desea estudiar y del

objetivo del estudio.
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CAPITULO I1I

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Localizacién del estudio

Este trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de Proteccidn Vegetal de la Estacion Experimental
Central de la Amazonia (INIAP), localizada, en el Cantdn Joya de los Sachas, Provincia de

Orellana.

3.2 Posicion geografica
Tabla 3-1: Posicion geografica
Zona Parroquia X (Este) Y (Norte)
18 M San Carlos 291,398.00 mE 9,962,333.00m S

Fuente: INIAP, 2023.
Realizado por: Sarmiento, R., 2024.

Google Earth

lustracion 3-1: Ubicacion de la Estacion Experimental Central de la Amazonia, perteneciente

al Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).

Realizado por: Sarmiento, R., 2024.
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3.3 Materiales y equipos

Tabla 3-2: Lista de materiales utilizados.

Materiales

Materiales de laboratorio

-Cubre y porta objetos
-Tubos de ensayo
-Matraces

-Cajas Petri

-Mandil

-Sacabocados de 5 mm
-Pinzas

-Espatula

-Mechero de alcohol,
-Algodén hidrdfilo
-Papel aluminio,
-Guantes de nitrilo
-Alcohol 70 y 90 %
-Papa Dextrosa Agar
-Agar

-Glucosa

-Levadura

-Fungicidas comerciales

Equipo

Equipo de laboratorio y escritorio

-Estereomicroscopio
-Microscopio

-Cémara de flujo laminar
-Autoclave

-Estufa

-Destilador

-Balanza analitica
-Camara de microscopio
-Micropipetas
-Computadora,
-Impresora

-Camara de celular
-Memoria USB

Realizado por: Sarmiento, R., 2024.
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3.4 Metodologia

3.4.1 Método experimental

La investigacién y la obtencion de datos se llevaron a cabo en un entorno de laboratorio. Se
emplearon estrategias explicativas para recopilar la informacidn, haciendo uso de gréaficos y tablas
estadisticas con la asistencia de la suite de programacién Microsoft Office Excel.

3.4.2 Factores de estudio

Factor A: fungicidas

Cinco niveles (Difeconazole, Clorotalonil, Azoxystrobin, Bacillus subtilis, Tebuconazole)
Factor B: dosis 3 niveles (Alta, Media, Baja). Siendo la dosis media la recomendada de acuerdo
con la ficha técnica, alta (méas del 50% de la dosis recomendada) y baja (menos el 50% de la dosis

recomendada).

3.5 Variables evaluadas

3.5.1 Variable dependiente

Largo del tubo germinativo que expresara la Inhibicién del tubo germinativo de Alternaria spp.

3.5.2 Variable independiente

Esta variable esta conformada por los fungicidas y las dosis (alta, media y baja)

3.5.3 Unidad experimental

Porta objetos

3.6 Disefio experimental

Se utilizard un disefio completamente aleatorizado DCA con tres repeticiones.

3.7 Andlisis estadistico
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Los andlisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico Infostat version 2015 (Di Renzo et
al., 2015). Los andlisis de varianza se realizaran usando modelos lineales generales y mixtos, asi

mMismo un analisis de comparacién de medias LSD de Fisher a= 0,05 (Di Rienzo, Macchiavelli &
Casanoves, 2015).

En cuanto la variable del largo del tubo germinativo expresado en micras, se aplicaron modelos
lineales, generales y mixtos, siendo los efectos fijos el factor fungicida-dosis y la interaccién
resulto de ambos factores. Se requirieron ajustes de varianza: la varianza de identidad (Varldent),
siendo las selecciones de modelos bajo el menor valor de los criterios de informacion de Akaike

(AIC), brindando asi un equilibrio 6ptimo entre ajuste y simplicidad.

Se utilizo un ADEVA multifactorial con el fin de determinar si existen diferencias
estadisticamente significativas entre los fungicidas, las tres dosis y cualquier interaccion que
pueda surgir entre estos factores. Lo antes mencionado se llevo a cabo para identificar diferencias
especificas entre los fungicidas y dosis, lo que permitié un analisis detallado de las relaciones
entre los tratamientos y sus efectos en el control de la Alternaria spp.

A continuacidn, se presenta el esquema de ADEVA:
Tabla 3-3: Esquema Anova (ADEVA)

Fuentes de variacion Grados de libertad

Repeticion r-1 2
Tratamientos t-1 15
Error experimental t(r-1) 30
Total rt-1 47

Realizado por: Sarmiento, R., 2024.

3.8 Tratamientos

Tabla 3-4: Descripcion de los tratamientos

TRATAMIENTO Ingrediente activo de fungicidas Descripcion de dosis ml empleados

T1 Difenoconazole Alta 750 ml/ha 0.38
T2 Difenoconazole Media 500 ml/ha 0.25
T3 Difenoconazole Baja 250 ml/ha 0.13
T4 Clorotalonil Alta 750ml/ha 0.38
T5 Clorotalonil Media 500 ml/ha 0.25
T6 Clorotalonil Baja 250 ml/ha 0.13
T7 Azoxystrobin Alta 600 ml/ha 0.30
T8 Azoxystrobin Media 400 ml/ha 0.20
T9 Azoxystrobin Baja 200 ml/ha 0.10
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T10 Bacillus subtilis Alta 3 It/ha 15

T11 Bacillus subtilis Media 2 It/ha 1
T12 Bacillus subtilis Baja 1 It/ha 0.5
T13 Tebuconazole Alta 600 ml/ha 0.30
T14 Tebuconazole Media 400 mi/ha 0.20
T15 Tebuconazole Baja 200 mi/ha 0.10
T16 Testigo

Realizado por: Sarmiento, R., 2024.

3.9 Manejo del ensayo

3.9.1 Reactivacién de Alternaria spp.

Para el proceso de rehabilitacién de dichos aislados se utilizo la técnica de (Goral & Lappa, 1972,
pag. 2), que consiste en descongelar y remover al hongo conservado en microtubos, para ello se
uso una punta de asa estéril, se seleccion6 un disco del hongo y se depositd en una caja Petri
gue contenga medios de cultivo, ente caso se utilizaron dos medios: PDA y Agar Lactosa,
seguidamente se incubaron a 27 °C hasta que se evidencid el crecimiento del hongo.

3.9.2  Numero de conidios por caja Petri

Para desarrollar esta actividad se realiz6 un raspado ligero con una espéatula Drigalsky,
adicionando previamente 10 ml de agua destilada estéril a cajas Petri sembradas con Alternaria
spp., de 7 a 10 dias de crecimiento en medio PDA y Agar Lactosa. La suspension obtenida se
filtré con gasas estériles para eliminar micelio y fragmentos del medio de cultivo. Posteriormente,

la suspension de conidios de cada caja se determind usando una cAmara de Neubauer (Rodriguez-
Maturino et al., 2015, pag. 3).

3.9.3 Germinacion de conidios de Alternaria spp.

Para realizar esta actividad se utiliz6 una concentracion de conidios ajustada a 1*108 de esta
concentracion se tomé una alicuotas de 5 ul y se las coloco en cajas Petri con medio de cultivo
Agar Agua (AA), con ayuda de un microscopio se observo cada treinta minutos el crecimiento
del tubo germinativo (Santos, Garcia, Cotes, & Villamizar, 2012, pag. 2), para determinar el tiempo de

germinacion se midio el crecimiento de 20 conidios en un lapso de tres horas.

3.9.4 Método para prueba de fungicidas como inhibidor de germinacién de conidios.
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Para la determinacion del efecto germinicida de los fungicidas sobre la germinacion de conidios
de Alternaria spp., se procedi6 a la obtencion de conidios. La suspensidn obtenida se ajusté a una
concentracion de 1*108, esta suspension de conidios se mezclé con la concentracion de fungicida
a evaluar, a una relacion 1:1 (v/v) esto se realiz6 en tubos eppendorf previamente esterilizados,
donde se coloc6 0.5 ml de la concentracidn de conidios y 0.5 ml de la concentracion de fungicida
diluido en 100 ml de Agar Agua (AA), de esta mezcla se colocd 5 ul en porta objetos los cuales

se los cubrid y sell6 los costados con esmalte de ufias transparente para evitar desecacion (Muljowati
& Hikam, 2023; Rodriguez-Maturino et al., 2015, pag. 1-3).

3.10  Datos para evaluar

3.10.1 Determinacién de numero de conidios por caja Petri.

Para el recuento de conidios se tomd la cepa de Alternaria spp., después de ver transcurrido 7 a
10 dias de la siembra in vitro, en dos medios de cultivo distintos. En esta actividad se realizé un
raspado ligero en las cajas Petri, la muestra sustraida se la deposito en tubos de ensayo con 9 ml
de agua esterilizada y se realizaron diluciones seriadas, se colocé 10 ul (0.01 ml) con una pipeta
automatica en la cdmara de Neubauer, con la ayuda del microscopio a lente de 10x se calcul6 la
cantidad de esporas por mililitro de producto, a través de la formula siguiente: Numero de

esporas/ml = Suma de 5 C.S. x factor de dilucion x 50.000 (Béez Cevallos et al., 2019, péag. 19).

- namero total de conidios contados 1
Conidios/ml=(*= ) * (

) * Factor de dilucion

namero de cuadrados contados volumen del cuadrado

3.10.2 Determinacidn del tiempo de germinacion de conidios de Alternaria spp.

Para determinar el tiempo de germinacién se tomo la muestra de conidios en un portaobjetos, con
la ayuda del microscopio Motic, se realizd un enfoque con lente de 40x, se procedié a tomar
medidas con el programa (Motic image plus) el crecimiento de 20 conidios, la medicion se la
realizo por un lapso de tres horas consecutivas, en donde el tubo germinativo del testigo sobrepaso

el didmetro de la conidia (Santos et al., 2012, pag 3).

3.10.3 Determinacion de la eficacia de fungicidas en la germinacién de conidios de Alternaria

Spp.

Para determinar la eficacia de los cinco fungicidas comerciales se emple6 el microscopio Motic

con un enfoque de 10x y 40x, utilizando el programa de medicién (Motic image plus), donde se
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midié el crecimiento del tubo germinativo de los conidios de Alternaria spp., en las diferentes

concentraciones de cada producto.
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CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1  Procesamiento, analisis e interpretacién de resultados

En general el procesamiento y analisis de los diferentes datos alcanzados en el presente estudio
se ejecutaron con la finalidad de determinar los fungicidas con mayor eficacia, las dosis adecuadas
y la concentracion minima inhibitoria de cada ingrediente activo expuesto sobre el tubo
germinativo de Alternaria spp., en el cultivo de pitahaya. Este mecanismo conlleva distintas fases
cruciales, desde la reactivacién del patdgeno, conteo de conidios, medicién del tuvo germinativo

y preparacién del andlisis estadistico hasta la interpretacidn de los resultados en este contexto.

4.1.1 Efecto de los fungicidas sobre el crecimiento del tubo germinativo.

Al analizar la variable largo del tubo germinativo de Alternaria spp., se encontré diferencias
estadisticas significativas (P valor: <0,0001) en los fungicidas estudiados, en la (ilustracion 4-1)
el mayor efecto de inhibicion lo obtuvo los fungicidas Tebuconazole y Clorotalonil con valores
de 0,10 y 0.18 um respectivamente, los mismo que difieren estadisticamente de los demas
fungicidas. Estos efectos son seguidos del fungicida Azoxystrobin y Difeconazole, los cuales son
iguales estadisticamente, con valores de 0.37 pum. La menor inhibicion del tuvo germinativo fue
lograda por Bacillus Subtilis con un valor de 0.73 um, el cual difiere de los demas tratamientos y

diferente estadisticamente con el testigo sin fungicida con un valor de 1.71 um.
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lHustracion 4-1: Inhibicion del tubo germinativo de conidios de Alternaria spp.

Realizado por: Sarmiento, R., 2024.
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4.1.2 Efecto de la dosis fungicida sobre el crecimiento del tubo germinativo.

Al analizar la variable largo del tubo germinativo de Alternaria spp., en el factor dosis, hubo
diferencias significativas (P valor <0,0001). Se observa que la dosis alta logro el mejor efecto de
inhibicién obteniendo el menor crecimiento de largo del tubo con 0.36 um siendo diferentes
estadisticamente a las dosis medias y baja, presentando los mayores crecimientos (0.64 umy 0.73

pm respectivamente) (llustracion 4.2).

1,001

0,86

0,71+

0,57

0,43

0,29+

0,14+

Largo del tubo germinartivo de Alternaria sp. (micras)

0,00 1
Baja Media Alta

llustracion 4-2: Efecto de la dosis de los productos evaluados.

Realizado por: Sarmiento, R., 2024.

4.1.3 Efecto de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los fungicidas evaluados.

- Azoxystrobin

En cuanto al analisis de la variable largo de tubo germinativo de Alternaria spp., frente a las
diferentes concentraciones (alta, media, baja) presento diferencias significativas (P valor: 0,0001)
tenemos qué, para Azoxystrobin en dosis alta y media lograron la mayor inhibicién del tubo
germinativo, siendo estas iguales estadisticamente entre si (0.03 y 0.07 um respectivamente); no
obstante, la dosis baja presento el mayor crecimiento; es decir menor inhibicién con 1,03 um

(ilustracion 4-3).

29



2,007
Azoxystrobin
1,714
1,41
1,12 a

0,834

0,544

0,24+
- :
J Media Alta
Dosis

Largo del tubo germinartivo de Alternaria sp. (micras)

lustracion 4-3: Efecto de la concentracion minima inhibitoria de Azoxystrobin

Realizado por: Sarmiento, R., 2024.

- Tebuconazole

En cuanto al andlisis de la variable largo de tubo germinativo de Alternaria spp., frente a
diferentes concentraciones (alta, media, baja) presento diferencias significativas (P valor: 0,0001),
para Tebuconazole la dosis baja y alta lograron la mayor inhibicién del tubo germinativo, siendo
estas iguales estadisticamente entre si (0.03 y 0.05 um respectivamente); difiriendo la dosis media
entre si, presentando una menor inhibicién con 0.25 pum (ilustracion 4-4).
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llustracién 4-4: Efecto de la concentracion minima inhibitoria de Tebuconazole

Realizado por: Sarmiento, R., 2024.

- Difeconazole

En cuanto al andlisis de la variable largo de tubo germinativo de Alternaria spp., frente a

diferentes concentraciones (alta, media, baja) presento diferencias significativas (P valor:
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0,0001), se deduce qué, Difeconazole en dosis media y alta lograron la mayor inhibicién del tubo
germinativo, siendo estas iguales estadisticamente entre si (0.08 y 0.14 um respectivamente);
estas dosis son diferentes estadisticamente de la dosis baja, la cual presenta la menor inhibicion

del tubo germinativo con 0.96 um (llustracion 4-5).
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llustracién 4-5: Efecto de la concentracion minima inhibitoria de Difeconazole

Realizado por: Sarmiento, R., 2024.

- Clorotalonil

En cuanto al analisis de la variable largo de tubo germinativo de Alternaria spp., frente a
diferentes concentraciones (alta, media, baja) presento diferencias significativas (P valor: 0,0001),
se deduce qué, Clorotalonil en dosis alta y baja relativamente obtuvieron la mayor inhibicion del
tubo germinativo, siendo estas iguales estadisticamente entre si (0.02 y 0.04 um respectivamente);
aunque los dos fueron significativamente menores que la dosis media con 0.55 pum (llustracién 4-
6).

31



£ 2007

)

© 1,714 Clorotalonil

3

£

9] 1,42+

<

Q

° 1,13

o

2

8 0,851

S a

) 0,561

o

Qo

E

3 0,271

o

S o =" b

® ™ ) T T |

- Media Alta Baja
Dosis

llustracién 4-6: Efecto de la concentracion minima inhibitoria de Clorotalonil

Realizado por: Sarmiento, R., 2024.

- Bacillus subtilis

En cuanto al andlisis de la variable largo de tubo germinativo de Alternaria spp., sobre las
diferentes concentraciones (alta, media, baja) presento diferencias significativas (P valor:
0,0001), para Bacillus subtilis se evidencié un mayor efecto inhibitorio en la dosis alta con 0.24
pum, siendo diferente a la dosis baja con 0.68 pum siendo las dos significativamente menor a la
dosis media con 1.26 um (llustracion 4.7).
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llustracién 4-7: Efecto de la concentracion minima inhibitoria de Bacillus subtilis

Realizado por: Sarmiento, R., 2024.
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4.2 Discusion

En el presente estudio se demuestra la eficacia sobresaliente del fungicida Tebuconazole en la
reduccion de la germinacion de Alternaria spp. ha sido respaldada por diversos estudios
anteriores. Meena etal. (2020) corroboraron nuestros hallazgos al destacar la eficacia de
Tebuconazole en la supresion de Alternaria spp. Asi mismo Ozkilinc y Sener (2017) Y Gveroska (2013),

respaldaron la notable actividad antifungica de este triazol.

La efectividad de Tebuconazole se reflejé en la longitud media méas corta del tubo germinativo
de Alternaria spp., con una media de 0.10 pum, siendo significativamente diferente de otros
tratamientos (p < 0.05). Los resultados coinciden con investigaciones recientes llevadas a cabo
por Yadav et al. (2022) y Kumar et al. (2022), quienes también concluyeron que este triazol se posiciona
como la opcién més efectiva entre los fungicidas evaluados contra Alternaria spp. La consistencia
en los hallazgos entre diferentes estudios refuerza la confianza en la eficacia de este triazol como

agente antifangico frente a Alternaria spp.

Ademas, estudios como el de (Zhou et al. 2019)), han mostrado que otros fungicidas del grupo de los
cloronitrilos, como Clorotalonil, también presentan alta eficacia en la inhibicion de la
germinacion de Alternaria spp., aunque Tebuconazole sigue siendo el mas efectivo. Por otro lado,
(Xing et al. 2017), evaluaron la eficacia de fungicidas combinados y encontraron que la combinacion

de Tebuconazole con otros agentes antifungicos puede potenciar ain mas su eficacia.

Los hallazgos de Gikas et al. (2022), apoyan la importancia de la dosis del fungicida en la eficacia
del tratamiento, indicando que la concentracion del fungicida tiene un impacto directo en el
control de Alternaria spp. Este estudio subraya la relevancia de considerar cuidadosamente la
dosis del fungicida, ya que una concentracion adecuada puede maximizar la eficacia del

tratamiento.

Investigaciones adicionales por parte de (Juroszek et al. 2022), destacaron que la efectividad de los
fungicidas puede variar segun las condiciones ambientales, lo que resalta la necesidad de ajustar
las dosis en funcion de factores como la humedad y la temperatura. Esto es crucial para maximizar

la eficacia del tratamiento en diferentes entornos agricolas.

En cuanto al analisis de dosis para conocer la CMI de los fungicidas comerciales expuestos para
la eficacia del tubo germinativo de Alternaria spp., se cita primeramente el caso de Tebuconazole,

la dosis baja (0.03 um) fue significativamente mas efectiva que la dosis media (0.25 pm),
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mostrando una clara superioridad en esta concentracion especifica, este hallazgo es consistente
con estudios como el de (Meng 2022), que también reportaron que las dosis bajas de Tebuconazole
pueden ser mas efectivas debido a una mejor absorcién y distribucidn en los tejidos fungicos. De
la misma manera el estudio de (Contreras Moya 2022), determiné que la dosis baja (150 ml /ha) de
tebuconazoles tiene eficacia contra los conidios de (moniliopthora roreri) mientras que la dosis

media (350 ml/ha) presenta el mayor control en el micelio del hongo.

Para Difenoconazole, la dosis media (0.08 pum) fue la mas efectiva en comparacion con la dosis
alta y baja. Esta observacion se alinea con los resultados de (Contreras Moya 2022) Y (Sharma, Sharma
y Sharma 2019), quienes encontraron que las dosis intermedias ofrecian un equilibrio 6ptimo entre
eficacia y fitotoxicidad, proporcionando una supresion adecuada del patdgeno sin causar dafio a
la planta huésped.

En cuanto a Azoxystrobin demostré una eficacia significativa en la dosis alta y media, reduciendo
la longitud del tubo germinativo a 0.03 y 0.07 um, han demostrado la capacidad de la dosis alta
para inhibir la respiracién mitocondrial al interferir con el complejo 111 de la cadena de transporte
de electrones. En estudios de andlisis de dosis, se menciona que la dosis media de Azoxystrobin
también fue efectiva, mientras que la dosis baja resultd significativamente menos eficaz, lo que

subraya la importancia de utilizar concentraciones adecuadas para maximizar su eficacia (Xing
etal. 2017).

El tratamiento Clorotalonil mostré un efecto significativo en la dosis alta y baja, reduciendo una
longitud media del tubo germinativo de 0.02 um y 0.04 respectivamente. Estos hallazgos tienen
similitud con (Chaves, Shea y Danehower 2008), investigaciones realizadas contra Alternaria solani
dando como resultado la inestabilidad de la eficacia en dosis medias. Su uso debe ser gestionado

adecuadamente para evitar el desarrollo de resistencia en los patdgenos.

Finalmente, Bacillus subtilis, aunque menos eficaz que los fungicidas quimicos, mostré una
reduccion en la longitud del tubo germinativo en dosis alta con 0.24 um. Este resultado es
consistente con estudios que resaltan su uso en control biolégico y promocion del crecimiento de
plantas (Su etal. 2020). La eficacia intermedia de Bacillus subtilis, podria ser atribuida a la

produccion de compuestos antimicrobianos que inhiben el crecimiento fangico.

En sintesis, estudios como el de (Budde-Rodriguez et al. 2022), enfatizan la importancia de la rotacién
de fungicidas para prevenir el desarrollo de resistencia en patdgenos como Alternaria spp. De la
misma manera Martinez et al. (2012) afirma que la sensibilidad in vitro es un mecanismo que indica
la dosis en la cual no debe presentar crecimiento un hongo, en caso de responder crecimiento
alguno se identifica que existe resistencia del patégeno contra el fungicida.
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En conjunto, la convergencia de resultados entre estudios previos y mi trabajo actual fortalece la
evidencia de la eficacia consistente de los fungicidas estudiados. Estos resultados proporcionan
una referencia solida para futuras investigaciones en el manejo de enfermedades flngicas en
cultivos agricolas, destacando la importancia de seleccionar las dosis y productos adecuad para

optimizar los resultados.
4.3 Comprobacion de hipdtesis

Se confirma que los fungicidas comerciales evaluados (Difeconazole, Azoxystrobin, Clorotalonil,
Tebuconazole y Bacillus subtilis) a diferentes dosis (alta, media y baja) en condiciones in vitro
ejercen capacidad de inhibicion sobre el tubo germinativo de conidios de Alternaria spp. La
capacidad de inhibicién expuesta ante el hogo patégeno se da por aceptable la hipotesis de

investigacion Hi.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La evaluacion de la sensibilidad in vitro del tubo germinativo de Alternaria sp, demostr6 que
Tebuconazole (0.10um) es el fungicida méas efectivo en reducir la longitud del tubo
germinativo, seguido por Clorotalonil (0.18um), Azoxystrobin (0.37um) y Difeconazole
(0.37um), mientras que Bacillus subtilis (0.73 um) presentd una eficacia intermedia.

En el anlisis del efecto inhibitorio del tubo germinativo de Alternaria spp., frente a diferentes
dosis de fungicidas comerciales se constaté la mayor efectividad en la dosis alta con
(0.36um). Sin embargo, no existio diferencias significativas entre la dosis media (0.64um) y
baja (0.73um).

En cuanto a la estimacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de cada fungicida se
deduce el mejor tratamiento con su respectiva dosis: Tebuconazole en dosis bajas (0.03 um),
Clorotalonil en dosis alta (0.02 um), Azoxystrobin en dosis alta (0.03 um), Difeconazole en
dosis media (0.08 um) y Bacillus Subtilis en dosis altas (0.24 um). Estos resultados subrayan
la importancia de utilizar dosis adecuadas, en virtud de maximizar su eficacia y riesgo de

resistencia en el control de patégenos en cultivos agricolas.

3.2 Recomendaciones

Se recomienda aplicar los resultados del presente estudio en campo, de esta manera corroborar

laeficacia de los fungicidas y dosis utilizados contra Alternaria spp., en el cultivo de pitahaya.
Para realizar estudios sobre el tubo germinativo de un patdgeno, se recomienda conocer las

etapas de maduracién de los conidios. De esta manera poder evaluar desde la Ultima etapa de

maduracion la germinacion hacia los fungicidas a evaluar.
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Adaptacion: Ajuste de un organismo a su entorno para sobrevivir.
Alometria: Relacion entre tamafio y funciones bioldgicas.

Azoxystrobin: Fungicida, afecta respiracién mitocondrial de los hongos.
Bacillus subtilis: Bacteria en control biolégico de enfermedades en plantas.
Biodiversidad: Variedad de vida en un ecosistema.

Cloratolonil: Fungicida, inhibe procesos celulares en los hongos.

Control Bioldgico: Uso de organismos para controlar plagas y enfermedades.
Desinfeccion: Proceso para eliminar microorganismos patdgenos.

Genética: Estudio de la herencia y variacion.

. Microbioma: Conjunto de microorganismos en un habitat especifico.

. Parasitismo: Relacion simbiética donde un organismo se beneficia a expensas de otro.
. Patdgeno: Organismo que causa enfermedad.

. Procarionte: Organismo sin ndcleo definido, como bacterias.

. Simbiosis: Relacion interactiva entre dos especies.

. Taxonomia: Clasificacién de organismos en categorias jerarquicas.
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ANEXOS
ANEXO A: REACTIVACION Y MULTIPLICACION DE ALTERNARIA SPP.

ANEXO B: PREPARACION DE ALTERNARIA SPP. PARA CONTEO DE CONIDIOS Y
DETERMINACION DEL TIEMPO DE GERMINACION




ANEXO C: PREPARACION DE SOLUCION EN FUNGICIDAS PARA REALIZAR
PRUEBAS DE SENSIBILIDAD.

ANEXO D: MEDICION DE TUBO GERMINATIVO DE ALTERNARIA SPP. MEDIANTE
PROGRAMA MOTIC IMAGE PLUS.
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