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Resumen

El Tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos mds importantes de América Latina, la
produccién de esta hortaliza se ha visto reducido por diferentes plagas y enfermedades. En este
estudio, se evalud el didmetro de crecimiento micelar de los hongos, en medio de cultivo con
presencia de los fungicidas (Sulfato de cobre pentahidratado y oxitetraciclina; Bacillus subtilis;
Dietilditiocarbamato y Reynoutria sachalinensis), a concentraciones de 100, 90 y 80 % de la
recomendacién del fabricante sobre las variedades (AVT02120; AVT02128; AVTO1908; AVT02123 y
AVTO1954) del World Vegetable Center. Se usé un disefio completamente al azar, con 180 unidades
experimentales en la primera fase de evaluacion del crecimiento de los hongos sobre las variedades y
96 unidades experimentales en la evaluacién de concentraciones de los fungicidas. El crecimiento de
Botrytis spp., en la variedad AVT0O1908 al noveno dia de haber inoculado el hongo, obtuvo un menor
crecimiento micelar con una media 1.75 cm con Dietilditiocarbamato al 80% de su concentracién
comercial, inhibe el crecimiento de Botrytis spp. Al mismo tiempo, la variedad AVT02123 en el medio
con sulfato de cobre pentahidratado y oxitetraciclina al 90 % de su concentracidn comercial se observé
crecimiento de 1.73 cm inhibiendo el crecimiento de Fusarium spp., obteniendo mejores resultados
en prevenir el crecimiento de estos dos hongos.

Palabras clave: Botrytis spp., fungicida, Fusarium spp., in vitro, inhibicién, variedad



Abstract

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the most important crops in Latin America, the production
of this vegetable has been reduced by different pests and diseases. In this study, the mycelial growth
diameter of fungi was evaluated in culture medium with the presence of fungicides (copper sulfate
pentahydrate and oxytetracycline; Bacillus subtilis; diethyldithiocarbamate and Reynoutria
sachalinensis), at concentrations of 100, 90 and 80 % of the manufacturer's recommendation on the
varieties (AVT02120; AVT02128; AVT01908; AVT02123 and AVT01954) of the World Vegetable
Center. A completely randomized design was used, with 180 experimental units in the first phase of
evaluation of fungal growth on the varieties and 96 experimental units in the evaluation of fungicide
concentrations. The growth of Botrytis spp, the growth of Botrytis spp. in the variety AVTO1908 on
the ninth day after inoculation of the fungus, obtained a lower micellar growth with an average of
1.75 cm with Diethyldithiocarbamate at 80% of its commercial concentration, inhibits the growth of
Botrytis spp. At the same time, the variety AVT02123 in the medium with copper sulfate pentahydrate
and oxytetracycline at 90% of its commercial concentration was observed growth of 1.73 cm,
inhibiting the growth of Fusarium spp, obtaining better results in preventing the growth of these two
fungi.

Key words: Botrytis spp., fungicide, Fusarium spp., in vitro, inhibition, variety



Introduccion

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una hortaliza de la familia solandcea que incluyen a
mas de 3.000 especies, muchas de ellas con importancia econdmica (Knapp 2002). Segun la evidencia
gendmica encontrada por Razifard et al. (2020) se reconoce que el tomate se originé en la regién
Andina de Sudamérica, especificamente en Chile, Bolivia, Ecuador, Colombia y Peru.

Este cultivo es una de las hortalizas mds importantes a nivel global, teniendo un incremento
anual de la superficie cosechada de 1.4% en promedio entre 2003 y 2013 con un crecimiento en el
rendimiento promedio de 1.8% anual. En la actualidad, los paises que tienen la mayor produccion de
tomates en América Latina son: México, Brasil y Colombia (Statista Research Department 2021).

En Centro América, el tomate es la hortaliza de mayor consumo e investigacion en los centros
de mejoramiento genético para el desarrollo de variedades tolerantes a enfermedades y plagas. El
rendimiento promedio de tomate en Honduras es de 31,6 t, superado por Guatemala con 38,5ty
Meéxico con 43,3 t (Organizacion de las Naciones Unidad para la Alimentacion y la Agricultura 2022),
siendo una de las hortalizas que presenta mayor retorno econémico.

Dicha hortaliza al ser cultivada en el trépico esta propensa a contraer enfermedades como
Botrytis spp. o comunmente llamado moho gris, siendo una especie de hongo saprofito. Este hongo
actua deteriorando a la planta que infecta, debido a que produce en la planta la muerte prematura de
las células, por la segregacién de enzimas y toxinas (Fillinger y Elad 2016).

De acuerdo con Elad et al. (2004) en los ultimos afios Botrytis spp. se ha convertido en un
organismo modelo de investigacién, donde se ha iniciado estudios de mecanismos generales en las
interacciones planta-patégeno. Este hongo ha sido considerado por muchos expertos del area, como
el segundo hongo mas importante del mundo en cuanto a los efectos econdémicos y sociales,
afectando a mas de 1400 especies de cultivares en el mundo, siendo de gran importancia para la
poblacion mundial. Ademas para Bretthauer et al. (2022), este hongo ha provocado pérdidas

significativas de cosechas alrededor del mundo, a causa de su gran adaptabilidad a los fungicidas, de
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hecho, ha sido necesario el aumento continuo de las dosificaciones, conllevando a serios problemas
de persistencia en los suelo, vegetales y frutos, incluso después de la recoleccion de las cosechas. La
presencia de Botrytis spp., la podemos observar en la naturaleza o en los cultivos, presentandose
como un micelio de color gris o grisaceo lo cual produce sintomas como: manchas y podredumbre
(Martinez Oyuela y Moreno Castafieda 2008).

El método principal de dispersion es mediante esporas asexuales que son movilizadas por el
viento, una vez que las esporas entran en contacto con el hospedero vegetal las primeras 24 horas
producen adhesién, germinacién y penetraciéon al tubo germinal a través del tejido vegetal
procediendo a formar una lesion primaria, después procedera a tener un desarrollo rapido de
crecimiento y expansioén de la lesién necrdtica (FHIA 2017).

Asimismo, otra enfermedad que ataca al tomate es Fusarium spp. o comunmente llamado
podredumbre de las raices, mencionado hongo provoca pérdidas entre 26 y 47 % en los rendimientos
productivos. Por otra parte, Fusarium spp. se subdivide en formas especiales de acuerdo con el
huésped al que infectan y no segln sus diferencias taxonémicas (Rodriguez 2019).

Su amplia distribucidn se atribuye a su capacidad para crecer en gran nimero de substratosy
a su eficaz mecanismo de dispersion, donde el aire y la lluvia han demostrado que pueden llevar las
esporas hasta 400 km de distancia (Monzén y Rodriguez 2010). Este hongo empieza a entra en la
planta a través de las raices y a su vez coloniza el sistema vascular del xilema bloqueando el flujo de
agua y nutrientes, la progresién de la enfermedad resulta en el colapso de las hojas en el peciolo, la
rajadura de la basade del pseudotronco y eventualmente la muerte de la planta. No obstante, el hongo
Fusarium spp. provoca sintomas de amarillamiento en hojas y en los tallos pierde turgencia,
colapsando cultivos de cucurbitaceas y solanaceas (tomate, pimiento y chiles picantes) (Michielse y
Rep 2009).

Segun Namesny Vallespir (2000) uno de los mejores métodos para el control de este tipo de

enfermedades es la prevencidn, ya que ningin método de control logra eliminar la enfermedad una
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vez establecida. El uso de variedades resistentes a las diferentes razas de los hongos es una de las
mejores opciones si estas son accesibles. También la desinfeccidn de suelos mediante solarizacién o
el uso de productos quimicos que reduzcan en gran medida los dafios causados, finalizando con la
aplicacion de pasteurizacién en los sustratos y la rotacién prolongada de cultivos que dure mas de
cinco afios reduciendo notablemente los danos patogénicos.

El proceso para el control de enfermedades en las plantas se clasifica de acuerdo con la causa
y desarrollo, por lo que su control se podria realizar con un solo procedimiento, aunque la mayoria de
los casos exige la utilizacién de medidas multiples, aplicando un programa integrado de manipulacién
de ambiente, factores reglamentarios, culturales, bioldgicos, fisicos y quimicos. Teniendo en cuenta
los antecedentes se establecid como objetivo, la evaluacién de cuatro fungicidas a concentraciones
de 100, 90 y 80% para inhibir el crecimiento de Botrytis spp. y Fusarium spp. en hibridos de tomate

bajo condiciones de laboratorio.
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Materiales y Métodos

Ubicacion

El estudio se realizd en el laboratorio de Fitopatologia, Diagndstico e investigacion Molecular
de la Escuela Agricola Panamericana Zamorano, Honduras. Dividiendo en dos fases a nivel de
laboratorio: la primera fase, fue observar el crecimiento de Botrytis spp. y Fusarium spp. sobre las
hojas de cinco hibridos de tomate en medios de cultivo agar agua. El material vegetal a evaluar
procedia de unos de los lotes de produccién de hortalizas ubicado en Zona tres, Zamorano. En la
segunda fase, se evalud el crecimiento de Botrytis spp. y Fusarium spp. con la aplicacion de tres
diferentes concentraciones de fungicidas en medios agar papa dextrosa.
Preparacién de Medio para Establecimiento de los Hongos

La utilizacidon de agar papa dextrosa (PDA) por su alta disponibilidad de almidones, brinda
condiciones favorables para el crecimiento y esporulacion de hongos, Anexo A. El medio fue expuesto
a una temperatura de 121° C durante 45 minutos con una presién de 1.0546 Kg/cm? para ser
esterilizados y vertidos en platos Petri. Consecuentemente después de que se haya solidificado el
medio, se procedié a inocular Botrytis spp. de las fresas comerciales que se dejaron dentro de la
refrigeradora durante 1 mes y Fusarium spp. del banco fungico del laboratorio de fitopatologia para
su crecimiento, siendo estos a continuacién utilizados en las diferentes fases.
Fase 1 - Elaboracién de Protocolo para Inoculacion de Botrytis spp. y Fusarium spp. en Hojas de
Cinco Hibridos de Tomate bajo Condiciones de Laboratorio
Preparacion de Medio para Siembra de Hojas

Se elabord un medio agar agua (AA) semisdlido, usando una relacién de 4 g de bacto-agar por
litro de agua destilada, Anexo C. Siendo un soporte y ayuda para las hojas, al conservar temporalmente

su turgencia (Manual del laboratorio de Fitopatologia, 2022).
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Colecta de Hojas

Con la seleccién de los hibridos: AVT02120, AVT02128, AVT01908, AVT02123 y AVT0O1954
se cortaron 36 hojas por variedad para dos diferentes hongos, considerando la ausencia de lesiones,
contaminantes, enfermedades o plagas. Las hojas fueron trasladadas al Laboratorio de Fitopatologia
en condiciones asépticas.
Lavado y Desinfeccion de Hojas

La desinfeccién de hojas se realizéd dentro de la camara de flujo laminar, utilizando una
solucién con cloro al 3% y agua filtrada estéril, donde la hoja permanecié por tres minutos. Luego se
realizé tres enjuagues con agua destilada estéril, sumergiéndolas durante dos minutos por enjuague,
consecuentemente se le seco usando papel filtro estéril, para asi establecerlos después en el medio.
Siembra de Hojas e Inoculacion de Hongos

Dentro de la cdmara de flujo laminar, se utilizé una pinza estéril para sembrar todas las hojas
frescas desinfectadas de las cinco variedades, asegurando que el envés, quede en contacto con el
medio de cultivo, Anexo D. Asi mismo, con ayuda de un bisturi estéril se inoculd, los hongos
anteriormente aislados en agar papa dextrosa, al colocar trozos de 5 milimetros cuadrados de agar
con los hongos sobre el haz de todos las hojas.
Evaluacion del Crecimiento de Micelio sobre las Hojas

Al tener inoculadas las hojas con Botrytis spp. y Fusarium spp., se realizé la medicién del
crecimiento de micelio en centimetros con una regla durante los 3, 6 y 9 dias después de haber sido
inoculados. Determinando de manera cuantitativa el crecimiento micelar sobre las variedades y
observando si las variedades son tolerantes.
Fase 2- Elaboracion de Protocolo para la Inoculacion de Botrytis spp. y Fusarium spp. ante la
Presencia de Tres Concentraciones de Fungicidas
Distribucion de los Fungicidas a Diferentes Concentraciones en el Medio Agar Papa Dextrosa

Se evaluaron cuatro fungicidas para el control de ambas enfermedades, siendo:
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Sulfato de Cobre Pentahidratado y Oxitetraciclina cuyo modo de accién es la desnaturalizacién
inespecifica de las proteinas celulares cuando las esporas flngicas germinantes absorben iones tdxicos
de cobre (Husak 2020).

Bacillus subtilis es un fungicida que previene el ataque de patdgenos, evitando la formacién
del tubo germinativo y el micelio del hongo, evitando asi su colonizacién. Ademas, detiene la
germinacién de esporas brindando un efecto protectante a la planta. La formulacién del fungicida
posee lipopéptidos que sinérgicamente actlan sobre la membrana celular provocando la muerte del
patégeno (Agro Bayer Centroamérica 2020).

Dietilditiocarbamato, Orddfiez C et al. (2002) lo describen como un polimero complejo de
etilen bis (diocarbamato) de magnesio y zinc utilizado como protectivo. Mencionado fungicida actua
preventivamente, alterando funciones de la membrana celular, inhibiendo la respiracién de los
hongos (Alvarez 2020).

Reynoutria sachalinensis, su modo de accién es la induccién del sistema inmune de la planta,
ayuda a la produccidn de fitoalexinas, compuestos fendlicos, antioxidantes y proteinas. También
inhibe la germinacién de esporas, actua induciendo la produccidn de acido ferulico el cual ayuda a la
lignificacidn de la pared celular generando una mayor resistencia ante la penetracién de los patégenos
(FARMAGRO S.A 2019; Reyes 2019).

Estos cuatro fungicidas anteriormente descritos, se mezclaron con 200 mL de medio agar
papa dextrosa (PDA), dividié en concentraciones de 100, 90 y 80% para cada fungicida. El contenido
de cada concentracion se muestra en el Cuadro 1, posteriormente se realizé la inoculacién de los

hongo, utilizando el protocolo del laboratorio, Anexo B.
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Cuadro 1

Fungicidas con sus Dosis Comerciales

Nombre comercial Ingrediente activo Unidad DOS.IS
comercial/ha
Tacre P-Cur-Nir 32SC  Sulfato de cobre Pentahidratado (27), Oxitetraciclina (5) L 0.5
Serenade® 1.36SC Bacillus subtilis L 2
Mancozeb 80WP Dietilditiocarbamato Kg 1.5
Regalia Maxx® 20EC Reynoutria sachalinensis 20% L 1.25

Nota.WP= polvo mojable, SC= liquido soluble, EC= concentrado emulsionable

Dilucion de Fungicidas

Se evaluaron tres concentraciones para cada fungicida, partiendo de la dosis comercial minima,
Cuadro 1. En el Cuadro 2, se especifica la dosificacién utilizada.

Cuadro 2

Dilucidn y Dosificacion de Fungicidas

Nombre comercial Unidad Dosis comercial/200  Dosis comercial al 90% Dosis comercial al
mL PDA /200 mL PDA 80%/200 mL PDA

Dietilditiocarbamato g 0.400 0.360 0.320
Sulfato  de cobre 0.500 0.453 0.400
pentahidratado
Reynoutria mL 0.300 0.260 0.224
sachalinensis
Bacillus subtilis mL 2 1.8 1.6

Inoculacion de Hongos

Al tener los medios con las tres concentraciones para cada fungicida, se procedid a utilizar un
bisturi estéril para cortar trozos de 5 milimetros cuadrados de Botrytis spp. y Fusarium spp.
anteriormente establecidos. En la realizacidn del corte se procurd escoger esporas jovenes de los dos
hongos, para después en la inoculacidn hagan contacto con los diferentes medios. Anexo B.
Evaluacion de la Efectividad de los Fungicidas para Inhibir el Crecimiento de Hongos

Al tener inoculados los medios con Botrytis spp. y Fusarium spp., se realizé la medicion del
crecimiento de micelio, en centimetros, ante la presencia de cuatro fungicidas con tres

concentraciones durante los 3, 6 y 9 dias después de haber sido inoculados.
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Disefio Experimental y Andlisis Estadistico

Se usd un disefio experimental completamente al azar, en la primera fase se realizdé 5
tratamientos siendo las variedades AVTO 2120, 2128, 1908, 2123 y 1954 ante el crecimiento de
Botrytis spp. y de igual modo las mismas variedades ante el crecimiento de Fusarium spp, obteniendo
10 tratamientos. Se realizaron 18 repeticiones por tratamiento. La segunda fase, se realiz6 con 3
tratamientos siendo las concentraciones de 100, 90 y 80% para Dietilditiocarbamato, Sulfato de Cobre
Pentahidratado y Oxitetraciclina, Bacillus subtilis y Reynoutria sachalinensis ante el crecimiento de
Botrytis spp. y de igual modo las 3 concentraciones de los mismos fungicidas ante el crecimiento de
Fusarium spp. obteniendo 24 tratamientos (tres concentraciones, 4 fungicidas, 2 patégenos) con 4
repeticiones. Se realizd un Andlisis de Varianza (ANDEVA) con comparacion de medias Duncan con
una probabilidad P < 0.05, recurriendo al usé del programa estadistico InfoStat para el analisis de

dichos datos.
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Resultados y Discusion

Fase 1 - Crecimiento de Botrytis spp. en Variedades de Tomate

Al dia nueve las variedades AVTO 2120, 1908 y 1954 fueron las que mayor tolerancia tuvieron
ante el crecimiento de Botrytis spp., al tener las menores medias de crecimiento micelar, entendiendo
gue tendrdn el mismo nivel de tolerancia. Por otra parte, las variedades AVT02123 y AVT02128 fueron
susceptibles ante Botrytis spp. al tener crecimientos micelares mayores, provocando asi un mayor

dafio las variedades de Tomate. Cuadro 3.

Cuadro 3

Crecimiento Micelar de Botrytis spp. sobre Hojas de las Variedades de Tomate

Diametro de micelio (cm)

Hibridos - - -
3 Dia 6 Dia 9 Dia
AVT02120 1.032 1.42° 4.46°
AVT01954 1.04° 2.94b¢ 5.12%°
AVT02123 1.11° 3.60° 5.44°
AVTO1908 1.14° 2.65° 4.42°
AVT02128 1.50° 2.58° 5.37°
Probabilidad <0.0001 0.0001 0.0413
R? 0.37 0.24 0.11
cv 19.80 48.61 26.00

Nota. Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Analisis del Crecimiento de Fusarium spp. en Variedades de Tomate

Al dia nueve las variedades AVTO 2120, 1908 y 2128 fueron las que mayor tolerancia tuvieron
ante el crecimiento de Fusarium spp., al tener las menores medias de crecimiento micelar,
entendiendo que tendran el mismo nivel de tolerancia. Por otra parte, las variedades AVT02123 y
AVTO1954 fueron susceptibles ante Fusarium spp. al tener crecimientos micelares mayores,

provocando asi un mayor dafio las variedades de Tomate. Cuadro 4.
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Cuadro 4

Crecimiento Micelar de Fusarium spp. sobre Hojas de las Variedades de Tomate

Diametro de micelio (cm)

Hibridos - - -
3 Dia 6 Dia 9 Dia
AVT02120 1.51° 2.78? 5.27°
AVTO1954 1.99¢ 3.56% 6.06°
AVT02123 1.86%° 4.90° 6.63°
AVT01908 1.76%¢ 3.93° 5.94%°
AVT02128 1.61% 3.31% 5.89%
Probabilidad 0.0133 <0.0001 0.0060
R? 0.14 0.28 0.15
cv 25.46 31.30 17.58

Nota. Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Fase 2-Andlisis del crecimiento de Botrytis spp. ante Fungicidas

El ingrediente Reynoutria sachalinensis con las concentraciones de 80 y 90% inhibe el
crecimiento de Botrytis spp. en 77,32% y 79,33% respectivamente, estos dos tratamientos tienen
menor efecto al prevenir Botrytis spp., ademas de ser estos dos estadisticamente menores en
comparacion el resto de los tratamientos. Por el contrario, Dietilditiocarbamato al 80% inhibe en un
89,20% el crecimiento de Botrytis spp. al realizar la comparacién con el control, determinando que
fue el tratamiento que mayor efecto tuvo en prevenir Botrytis spp., debido a tener la menor media de
crecimiento micelar ante el resto de las concentraciones. Los tratamientos de Dietilditiocarbamato
concuerdan con los estudios de Martinez Oyuela y Moreno Castafeda (2008), donde al realizar su
investigacion encontraron que al usar el ingrediente activo Dietilditiocarbamato, produce un efecto
positivo al prevenir el crecimiento de Botrytis spp. sobre las rosas, sin embargo, hallaron que al
comparar el grado de severidad en los pétalos de rosas tiene importancia al momento de seleccionar

un producto para prevenir el crecimiento de Botrytis spp. Cuadro 5.
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Cuadro 5

Efecto de Fungicidas a Concentraciones de 100, 90 y 80% en el Crecimiento Micelar de Botrytis spp.

Diametro de micelio (cm)

Tratamientos Concentraciénes - - -
Dia 3 Dia 6 Dia 9
Sulfato de Cobre 100% 1.432° 1.78° 2.20°
Pentahidratado y 90% 1.602<d 2.20% 2.40?
Oxitetraciclina 80% 1.38% 1.652 1.80°
100% 1.38% 1.75° 2.182
Bacillus subtilis 90% 1.602<d 2.15% 2.58%
80% 1.652° 1.952 2.232
100% 1.552b¢ 1.932 1.982
Dietilditiocarbamato 90% 1.15° 1.70° 2.10°
80% 1.28%° 1.532 1.752
100% 1.48%¢ 2.05% 2.332
Reynoutria sachalinensis 90% 1.68b<¢ 2.80°¢ 3.35%¢
80% 1.98¢ 3.20¢ 3.68°¢
Control 0% 2.70¢ 4.33¢ 5.38¢
Probabilidad 0.0204 0.0262 0.0126
R? 0.77 0.81 0.83
cv 17.57 20.68 20.98

Nota. Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anadlisis del Crecimiento de Fusarium spp. ante Fungicidas

El ingrediente Reynoutria sachalinensis al 100% prevé el crecimiento de Fusarium spp. en un
66,11% respectivamente al compararlo con el control, siendo la concentracién menos efectiva al
momento de prevenir el crecimiento de este hongo, sin embargo, estadisticamente es similar a las
concentraciones de Reynoutria sachalinensis 90% y 80%. Por otra parte, Sulfato de Cobre
Pentahidratado y Oxitetraciclina al 90% prevé en un 87.22% el crecimiento de Fusarium spp., siendo
asi el tratamiento que mayor efecto tuvo, debido a tener la menor media de crecimiento micelar que
los demds tratamientos. Los tratamiento con Sulfato de Cobre Pentahidratado Y Oxitetraciclina
concuerdan con Alburqueque Andrade (2018), donde sus resultados presentaron una disminucién en

el micelio de Fusarium in vitro. Por lo contrario, lhsan y Jawhary (2006) demostraron que en sus
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tratamientos con Sulfato de Cobre Pentahidratado tienen diferentes efectos sobre los micelios de

distintas especies de Fusarium. Cuadro 6.

Cuadro 6

Efecto de Fungicidas a Concentraciones de 100, 90 y 80% en el Crecimiento Micelar de Fusarium spp

Didmetro de micelio (cm)

Tratamientos Concentracidnes
Dia 3 Dia 6 Dia 9
Sulfato de cobre 100% 1.25% 1.65a 2.10°
Pentahidratado y 90% 1.05° 1.28a 1.73°
Oxitetraciclina 80% 1.33% 1.55a 1.88°
100% 1.40% 1.80a 2.332°
Bacillus subtilis 90% 1.533bc 2.00a 2.60%¢
80% 1.28% 1.75a 2.25°2
100% 1.582¢ 1.83a 2.20°
Dietilditiocarbamato 90% 1.552b¢ 1.90a 2.48%¢
80% 1.60%%¢ 1.90a 2,132
100% 1.532¢ 2.95b 4.58f
Reynoutria sachalinensis 90% 1.80b¢ 2.93b 4.489%f
80% 1.68%° 2.95b 4.40¢°
Control 0% 2.73¢ 4.78°¢ 6.538
Probabilidad 0.1787 0.0003 <0.0001
R? 0.69 0.74 0.85
cv 19.93 23.96 20.33

Nota. Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Conclusiones

El Dietilditiocarbamato al 80 % de su concentracion comercial mostré un mayor efecto en
inhibir Botrytis spp. obteniendo una media de crecimiento menor comparado con los demas
productos evaluados, siendo el AVTO1908 el mas tolerante a Botrytis spp. El Sulfato de Cobre
Pentahidratado y Oxitetraciclina al 90% de su concentracion inhibid a Fusarium spp. y el AVT02123
fue el que mostré mayor tolerancia a Fusarium spp. observandose una menor media de crecimiento

del micelio.
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Recomendaciones

Realizar evaluaciones de Dietilditiocarbamato en las variedades mas susceptibles a Botrytis
spp., ademas de, también evaluar Sulfato de cobre pentahidratado en las variedades mas susceptibles
a Fusarium spp.

Evaluar Dietilditiocarbamato y Sulfato de cobre pentahidratado ante la presencia de los
mismos hongos en diferentes cultivos.

Evaluar Dietilditiocarbamato y Sulfato de cobre pentahidratado ante la presencia de otras
enfermedades causadas por hongos.

Comparar Dietilditiocarbamato, Sulfato de cobre pentahidratado y un extracto natural, para

determinar cual tendra mayor efecto en inhibir a Botrytis spp. o Fusarium spp.
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Anexos

Anexo A

Protocolo para la elaboracion de agar papa dextrosa (PDA) solido para la inoculacion in vitro.

El protocolo esta determinado para preparar un litro de medio de cultivo.

Pesar 39 g de agar PDA

Afadir ~961 ml de agua destilada
Hervir para disolver

Autoclavar

PwnNPE

25



26

Anexo B

Protocolo para la inoculacion de hongos

Es importante trabajar con orden y realizando el menor movimiento posible dentro de la
camara de flujo laminar (movimientos sutiles). Evitar objetos que obstruyan el flujo del aire en el area
donde se estd trabajando, asi como el uso de joyas o cualquier otro accesorio que interfiera con la
inocuidad y el movimiento sutil de las manos.

1. Apagar el aire acondicionado para evitar la turbulencia en la cdmara de flujo
laminar.

2. Seleccionar el hongo para la siembra.

3. Encendery preparar la cdmara de flujo laminar: limpiar y desinfectar con alcohol al
70% (para mas informacidon encontrar la guia al lado derecho de la cdmara).

4. Seleccionar los medios de cultivos que se utilizaran y colocarlos en la camara de flujo
laminar. Dejarlos reposar alrededor 10 min antes de la siembra y quitar el agua que se condensoé
en la tapa de los platos.

5. Preparar los materiales: bisturi, mechero, fésforos, parafina, contenedor para
sostener el bisturi desinfectado y contenedor con alcohol para desinfectar al 95%.

6. Desinfectar el bisturi con alcohol al 95%.

a) Llevar el bisturi sobre la llama del mechero para flamearlo.
b) Desinfectarlo con alcohol al 95%.

c) Repetir ay b nuevamente.

d) Dejarlo reposar para que se seque y enfrie.

7. Para lasiembra es importante seleccionar el borde del hongo con hifas jévenes.
Realizar un corte pequefio cuadricular y sembrarlo en el centro del plato con la parte de las hifas
en contacto con el medio.

Observacidon: hacer movimientos sutiles porque se puede crear contaminaciones por
migracién de esporas.

8. Dejar reposar los platos abiertos alrededor de 10 minutos para eliminar el exceso de
humedad y condensacion de la muestra y el plato.

9. Sellar con parafina los platos, rotularlos y colocarlos en los contenedores de
crecimiento.

10. Limpiar (quitando los residuos de medios de cultivo u hongos del bisturi),
desinfectar y depositar los materiales utilizados en su lugar.

11. Apagar la cdmara de flujo laminar.
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Anexo C
Protocolo para la elaboracion de agar agua semisdlido para inoculacion de hojas de variedades del

tomate (AA).

El protocolo esta determinado para preparar un litro de medio de cultivo.

1. Pesar 8 g de bacto-agar
2. Afadir ~992 mL de agua destilada
3. Autoclavar
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Anexo D

Protocolo para la preparacion y siembra de explantes para diagndstico.

1. Toma de fotografia y detalle de sintomas, colocar el tejido enfermo en el centro de
una hoja blanca. Escribir en la parte inferior el tipo de sintomas que presenta el tejido y un
cédigo de identificacion de muestra con el siguiente formato: afio, abreviatura de la planta 'y
numero de muestra (ej. 17zh#1). Colocar la fechade recepcidon de muestra y preparacién del
explante en la parte superior del cddigo. Tomar la fotografia de la muestra de tal manera que
aparezcan todos los datos. Escribir detalladamente la sintomatologia y adjuntarla al tablero de
muestra.

2. Preparacion de explantes, con un bisturi esterilizado realizar de 8-9 pequefos cortes
del tejido de la interfase y sumergirlos en agua filtrada en un beaker esterilizado. Utilizar
guantes y bisturi individuales para cada muestra para evitar la contaminacion cruzada.

3. Preparacion de material, dentro de la cdmara de flujo laminar colocar el material a
utilizar: 2 beakers, 4 pinzas, mechero, fosforos, papel filtro, medio de cultivo, alcohol al 70% y
agua destilada. Asegurarse que el material se encuentre esterilizado.

4. Desinfeccion de explantes, con una pinza esterilizada, transferir los explantes de la
muestra a un beaker con una solucién de hipoclorito (en un rango de 1-10%). Mantener la
muestra de 3-5 minutos y menear el beaker para desinfectar los explantes.

5. Lavado de explantes, extraer los explantes sutilmente con una pinza esterilizada y
transferirlos a un beaker con agua destilada estéril. Lavar los explantes por un minuto y repetir
nuevamente el procedimiento.

6. Secado de explantes, finalmente extraer los explantes nuevamente con una pinza
esterilizada y colocarlos sobre un papel filtro estéril para secarlos.

7. Siembra de explantes, transferir con una pinza esterilizada los explantes al medio de
cultivo. Colocar de 6-7 explantes de manera uniforme y con la interfase en contacto con el
medio.

8. Rotulado, sellar el medio con parafinay escribir el cédigo, fecha y nombre de la
persona que realizd la siembra.

9. Incubacion, colocar las placas en la incubadora de 2-4 dias para realizar las observaciones.
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Anexo E

Identificacion de Botrytis spp.

Botrytis fue reconocido por primera vez como género en 1792 por Micheli, donde después Persoon
describe las caracteristicas del hongo filamentoso refiriéndose a él como Botrytis cinerascens, no hasta
1832 en el Sistema Mycologicum, cuando se acepta el nombre de Botrytis cinerea, para la especie.
(Walton Groves y Loveland 1953)

Para la identificaciéon de Botrytis, se realizé un montaje en el laboratorio de fitopatologia del
Zamorano, donde anteriormente se tomaron muestras para realizar inoculaciones en dicho
laboratorio, después de extraer la muestra, se impregno en un portaobjetos con el fin de afiadir una
gota de azul de lactofenol, para tener como resultados la coloracion de los conidiéforos, a
continuacién, se adhirid un cubreobjetos para realizar la observaciéon en el microscopio con un
enfoque de 40X. Al realizar la comparacion con el estudio de (Espinosa de los Monteros 2006), se
identifico a la Botrytis spp. por sus caracteristicas morfoldgicas y estructurales, detallando al micelio
por su coloracién y didmetro de sus hifas. Visualizando en las imagenes del microscopio se puede
evaluar las ramificaciones de los conidiéforos en la zona apical, dichas ramificaciones constan a su vez
de ramificaciones secundarias que disponen en su zona terminal un conidio o vesicula globosa.

Fotografia de Botrytis spp. en microscopio
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Anexo F

Identificacion Fusarium spp.

Segun Nelson et al. (1994), Fusarium spp. es un género muy heterogéneo, dificil de identificar
y clasificar. Ademas, uno de los problemas en taxonomia de hongos se debe a la doble nomenclatura,
una parte sexual y asexual. “La taxonomia clasica de Fusarium se ha basado en la definicidon de los
caracteres morfoldgicos presentes en el hongo y caracteristicas de crecimiento en cultivo.” (Leslie y
Summerell 2006)

Para la identificacién de Fusarium spp., se realizé un montaje en el laboratorio de fitopatologia
del Zamorano, donde anteriormente se tomaron muestras para realizar inoculaciones en dicho
laboratorio, después de extraer la muestra, se impregno en un portaobjetos con el fin de afiadir una
gota de azul de lactofenol, para la coloracién de los conidiéforos, a continuacién, se adhiriéd un
cubreobjetos para realizar la observacién en el microscopio con un enfoque de 40X. Segun Tapia y
Amaro (2014) para la identificacion de Fusarium spp., “la fidlide es generalmente fina, con forma de
botella; simple o ramificada; corta o larga; monofialica (que emerge esporas de un poro de la fidlide)
o polifialidica (de varios poros). Los macroconidios presentan forma de medialuna, hialinos y septados.
Para su correcta clasificacién es importante el largo, ancho, curvatura, septos, agrupaciones mucoides
(esporodoquios) y detalles de las células de los extremos (célula apical y pie). Los microconidios,
ausentes en algunas especies, poseen variadas formas (fusiformes, ovales, clavadas, entre otras),
agrupaciones (estructuras mucoides llamadas “falsas cabezas”), en cadenas largas o cortas; todas
observables a la lupa (40x)”. Ademas, se puede identificar Fusarium spp. debido al micelio que
desarrollan, dependiendo de la especie ya que pueden ser pigmentacién blanquecina, crema,
anaranjado, rosa, rojizo, purpura, etc. Estas coloraciones también pueden variar segun los diferentes

medios de cultivo. (Monzoén y Rodriguez 2010)
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