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Evaluacion de fungicidas para el control de Alternaria spp. en tomate (Solanum
lycopersicum L.) bajo condiciones de laboratorio

Marcell Crisanto Gomez Reconco
Cristian Jafet NUfez Espinoza

Resumen. La presencia de enfermedades es un factor que limita la produccion de tomate
Solanum lycopersicum L. en muchas partes del mundo. Anualmente se presentan grandes
pérdidas a causa de las enfermedades fungicas, dentro de estas encontramos al género de
gran importancia economica Alternaria. En este estudio se evalud el crecimiento de cinco
cepas de Alternaria spp. colectadas de plantaciones de camote, mango y tomate, ante la
presencia de cuatro fungicidas (Mancozeb, Sulfato de cobre Pentahidratado y
Oxitetraciclina, Reynoutria sachalinensis, y Bacillus subtilis) aplicados en tres diferentes
concentraciones (100, 90 y 80%) en medio de cultivo agar papa dextrosa (APD). Ademas,
se evalué Mancozeb considerando que fue el mejor fungicida inhibiendo el crecimiento del
hongo, en explantes de tomate inoculados con el hongo in vitro. Se determino que todos los
fungicidas afectaron el crecimiento de las cinco cepas de Alternaria spp. Mancozeb mostro
la mayor inhibicion del crecimiento, mientras que Reynoutria sachalinensis presento la
menor. Mancozeb, y Sulfato de cobre Pentahidratado y Oxitetraciclina en las tres
concentraciones mostraron el mismo patron de inhibicion del hongo. Los productos
bioldgicos Reynoutria sachalinensis y Bacillus subtilis mostraron diferencias significativas
entre las concentraciones. Las aplicaciones de Mancozeb se recomienda realizarlas de
manera preventiva, ya que, de forma curativa, puede no resultar tan eficiente en todas las
cepas de Alternaria spp.

Palabras clave: Cepas, concentracion, crecimiento de micelio, explantes.

Abstract. Diseases are limiting factor for tomato (Solanum lycopersicum L.) production in
many parts of the world. Annually, high losses are reported due to fungal diseases; within
these, we find the genus of great economic importance Alternaria. In this study it was
evaluated the growth of five strains of Alternaria spp. collected from sweet potato, mango
and tomato fields, in the presence of four fungicides (Mancozeb, Sulfato de cobre
Pentahidratado y Oxitetraciclina, Reynoutria sachalinensis and Bacillus subtilis) applied at
three different concentrations (100, 90 and 80%) in potato dextrose agar (PDA) culture
medium. In addition, Mancozeb was evaluated considering it as the best fungicide
inhibiting fungal growth, in tomato explants inoculated in vitro. It was determined that all
fungicides affected the growth of the five strains of Alternaria spp. Mancozeb showed the
greatest growth inhibition, while Reynoutria sachalinensis had the lowest. Mancozeb and
Sulfato de cobre Pentahidratado y Oxitetraciclina the three concentrations showed the same
fungal inhibition pattern; biological products as Reynoutria sachalinensis and Bacillus
subtilis showed significant differences between concentrations. Mancozeb is recommended
to be applied as preventive, since, curative, it may not be as efficient in all strains of
Alternaria spp.

Key words: Concentration, explants, mycelial growth, stains.
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1. INTRODUCCION

El tomate Solanum lycopersicum L. o su nombre anterior Lycopersicum esculentum L.,
perteneciente a la familia Solanacea; es denominada una planta herbacea, anual y bianual,
su crecimiento puede darse en forma determinada o indeterminada, lo que le permite ser
cultivadas de diferentes formas (Allende et al. 2017). Es originario de America del Sur,
localizado en tres regiones especificas, Chile, Ecuador y Colombia. Actualmente es
reconocida como una de las hortalizas con mayor importancia a nivel mundial, por su alta
demanda en el mercado y representativa area sembrada. Entre los principales productores
encontramos a China, EEUU, Turquia, y Egipto. Los cuales representan alrededor del 70%
de la produccidn a nivel mundial (Norefia et al. 2006).

La mayor extension de este cultivo se encuentra en Asia con un area de 1,005 millones de
hectareas sembradas, produciendo 50.12 millones de toneladas. Al paso del tiempo, su
demanda ha ido en aumento al igual que el comercio y produccion, esto a causa del aumento
en el area sembrada y rendimiento por area (Florez et al. 2010). En los dltimos afios el
incremento en la produccién se ha visto de la siguiente manera; Asia produce el 57.9%,
seguido por América 16% (FAO 2017). En el 2018 los mayores rendimientos se observan
en Holanda con 50.7 kg/m? (Chilealimentos 2018).

Los principales destinos de produccion de este cultivo radican en el consumo fresco y la
industria (Allende et al. 2017). Para el afio 2016, se estim6 una produccion de 177 millones
de toneladas de tomate a nivel mundial, obteniendo aproximadamente un incremento del
30% en la produccidn en comparacion a la de diez afios atras (Chilealimentos 2018). En los
altimos 10 afios (2007-2017), la produccion ha aumentado en 40 millones de toneladas; en
América Central la produccion de tomate ha tenido un incremento de un millon de toneladas
(FAO 2017).

La presencia de enfermedades se considera un factor que limita la produccion de tomate en
muchas partes del mundo, principalmente cuando se utilizan cultivares que no son
resistentes a varias de ellas. En las explotaciones de tomate existen diversas enfermedades
con diferentes causas y etiologias (Gémez et al. 2011).

Anualmente, se registran grandes pérdidas por enfermedades fangicas en los cultivos,
debido a la reduccién en tasa fotosintética, pérdidas por pudriciones, entre otras. Uno de los
grupos que provocan pérdidas es el filo de los ascomicetos. Dentro de este filo, se encuentra
el género Alternaria; el cual es de gran importancia econdmica debido a que puede
encontrarse abundantemente en cualquier tejido de planta, ya sea viva 0 muerta (Simmons
2007).



El género Alternaria infecta a las plantas de manera foliar y en la familia de las
Brassicaceae, causa manchas en sus hojas (Nidhi et al. 2007), por lo que reduce la tasa
fotosintética de la planta, lo que se refleja en la produccion; ademas no solo ataca a las
hojas, sino, se puede observar dafios tanto en tallos y como en frutos con peculiares formas
de manchas o anillos necréticos (Soto 2017).

Las especies del género Alternaria pueden sintetizar 70 metabolitos secundarios
denominados micotoxinas, estos son toxicos para las pantas, algunos también afectan
animales y personas. La exposicion a las toxinas producidas por el género Alternaria se ha
relacionado con la aparicion de efectos adversos en la salud humana y animal provocando
en algunos casos efectos carcinogénicos, citotoxicos, mutagénicos y genotoxicos (Pavon
Moreno et al. 2012)

El uso de fungicidas es esencial para que el cultivo logre su dptima produccion. los

experimentos in vitro generalmente se utilizan para estudiar la naturaleza de enfermedades

fangicas. Los objetivos de este estudio fueron los siguientes:

e Evaluar el desarrollo de Alternaria spp. in vitro ante la presencia de cuatro fungicidas
en diferentes concentraciones.

e Evaluar el efecto de Mancozeb en Alternaria spp. inoculada in vitro en explantes de
tomate.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacién. El estudio se realiz6 en el laboratorio de Fitopatologia, Diagndstico e
Investigacion Molecular de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano, ubicada en el
Km 30 carretera de Tegucigalpa a Danli, Honduras; con una precipitacién de 1,100 mm,
temperatura promedio de 24 °C y una altura de 800 msnm. Se dividio en dos partes, a nivel
de laboratorio se establecieron cinco cepas de Alternaria spp. en medios de cultivo agar
agua, utilizando diferentes concentraciones de fungicidas para su control. Se utilizaron
hojas de plantas de tomate para inocular el patégeno en laboratorio y posteriormente se
aplicaron tres concentraciones de los fungicidas comparando la eficiencia de estos en el
control del hongo. Las plantas de tomate fueron establecidas en uno de los invernaderos de
la Unidad de Biologia Molecular.

Elaboracion de protocolo para inoculacion de Alternaria spp. y su control in vitro.

Preparacion de medio para establecimiento del hongo. Se utiliz6 agar-papa-dextrosa
(APD), por su alta disponibilidad de almidones y dextrosa que brindan condiciones
favorables para el crecimiento y esporulacion del hongo. En la elaboracion del medio de
cultivo se siguieron en orden cronoldgico las actividades establecidas en el protocolo del
laboratorio. EI medio fue expuesto a una temperatura de 121 °C durante 45 minutos con
una presion de 1.05 kg/cm? para ser esterilizados.

Distribucion de los fungicidas a diferentes concentraciones en el medio PDA. Se
utilizaron cuatro fungicidas; Mancozeb, Sulfato de cobre Pentahidratado y Oxitetraciclina,
Reynoutria sachalinensis y Bacillus subtilis. Se realiz6 una mezcla entre el medio de cultivo
y los cuatro fungicidas a diferentes concentraciones, partiendo de la dosis comercial
(Cuadro 1), posteriormente se realizd la inoculacion del hongo utilizando el protocolo del
laboratorio.

Diluciéon de fungicidas. Se establecieron tres concentraciones para cada fungicida,
partiendo de la dosis comercial se agregaron dosis al 90 y 80% (Cuadro 2).



Cuadro 1. Dosis comercial de fungicidas usados para inhibir el crecimiento de
Alternaria spp.

Ingrediente activo Unidad Dosis comercial/ha
Sulfato de cobre

Pentahidratado y L 0.5
Oxitetraciclina

Bacillus subtilis L 2.0
Mancozeb kg 1.5
Reynoutria sachalinensis L 1.25

Cuadro 2. Dilucién y dosificacién de fungicidas usados para inhibir el crecimiento de
Alternaria spp.

: Dosis .
Dosis comercial al Dosis
Ingrediente activo Unidad comercial/ 150 90%/ 150 comercial al
mL L 80%/ 150 mL

Sulfato de cobre
Pentahidratado y mL 0.375 0.340 0.300
Oxitetraciclina

Bacillus subtilis mL 1.500 1.350 1.200
Mancozeb g 0.300 0.270 0.240
Reynoutria sachalinensis mL 0.225 0.200 0.162

Evaluacion de la efectividad de los fungicidas para control de Alternaria spp. in vitro.
Se realizaron tres tomas de datos, a los cuatro, siete y 10 dias después la inoculacién, con
el fin de observar el desarrollo del hongo ante la presencia de los fungicidas a diferentes
concentraciones. Se midi6 en mm el diametro alcanzado por el hongo en el medio de
cultivo.

Elaboracion de protocolo para inoculacion de Alternaria spp. en explantes foliares in
vitro de tomate y su control con el mejor fungicida.

Preparacion de medio de siembra de explantes. Se elabor6 un medio agar agua
semisolido, usando una relacion de 4 g de bacto-agar por litro de agua destilada, el medio
fue expuesto a una temperatura de 121 °C durante 45 minutos con una presion de 1.05



kg/cm? para ser esterilizados, luego se vertio en platos Petri donde fueron colocados los
explantes.

Colecta de explantes. De la planta madre se seleccionaron y cortaron hojas sanas, sin
presencia de lesiones y contaminantes.

Lavado y desinfeccion de explantes. La desinfeccion de los explantes se realizd en la
camara de flujo laminar, utilizando una solucién con cloro al 3% y agua filtrada estéril,
donde el tejido permanecio6 por tres minutos. Luego se realizaron tres enjuagues con agua
destilada estéril, sumergiendo las hojas durante dos minutos por enjuague. Se utilizo papel
filtro estéril para secar los tejidos para después establecerlos en medio agar-agua.

Siembra de explantes e inoculacién Alternaria spp. en explantes. En la cAmara de flujo,
utilizando una pinza estéril, se sembraron los explantes frescos en los platos Petri,
asegurando que el envés de la hoja entrase en contacto con el medio de cultivo. Luego con
ayuda de un bisturi estéril se inocularon cinco cepas del hongo, extraidas de medios de
cultivo agar agua (AA).

Aplicacion de fungicida. El fungicida con mejor resultado sobre la inhibicion del hongo
fue Mancozeb (Cuadro 3). En la camara de flujo laminar, se realizaron aplicaciones de este
fungicida a cada una de las cinco cepas de Alternaria spp., a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas
después de haber observado los primeros sintomas del hongo (cuatro dias después de
inocular), se utiliz6 la dosis minima (0.24 g en 150 mL).

Evaluacion de control de Mancozeb sobre Alternaria spp. A las 24, 48 y 72 horas
después de realizar la aplicacion del fungicida, se determiné de manera cualitativa el efecto
del fungicida sobre el desarrollo del hongo en el explante, para observar y determinar la
eficiencia en el control del fungicida sobre el hongo.

Disefio experimental. Se utilizd un disefio completamente al azar (DCA). Se utilizaron
cuatro fungicidas y el testigo; se evaluaron cinco cepas de hongo por cada fungicida. Se
realizaron tres repeticiones independientes en el tiempo para el analisis estadistico. Se
obtuvo un total de 185 unidades experimentales.

La variable medida fue el crecimiento del micelio en centimetros (cm). El fungicida con el
mejor efecto de inhibicién del hongo fue aplicado en explantes de tomate, para determinar
de manera cualitativa (si 0 no) el efecto de este sobre el control de Alternaria spp. Los datos
se analizaron con el programa estadistico InfoStat y SAS® version 9.4. Para el andlisis de
las variables se elaboré un andlisis de varianza (ANDEVA) para todos los resultados
obtenidos, se hizo una separacion de medias utilizando test de comparaciones multiples
Duncan. El analisis de varianza y separacion de medias se realizé con una probabilidad

P <0.05.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis del crecimiento del Alternaria spp. en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa
(APD).

Efecto de Mancozeb en el crecimiento del hongo. EI Mancozeb es un polimero complejo
del etileno bis (ditiocarbamato) de manganeso y zinc (Bayoumi 2002). Es un fungicida que
afecta al patdgeno en mdultiples procesos metabdlicos, causando una disrupcion en la
actividad respiratoria del metabolismo de lipidos y produccion de ATP en la célula del
hongo (Cisneros 2013).

Datos de la enfermedad, después de la aplicacién del fungicida, demostraron que Mancozeb
inhibe el crecimiento de Alternaria spp. comparandolo con el control (Cuadro 3). La dosis
comercial (1.5 kg/ha) y sus diluciones al 90 y 80%, no muestran diferencia alguna
inhibiendo el crecimiento de las cepas de Alternaria spp. aisladas de las plantas de tomate,
mango y camote. Segun estudios realizados por Gondal et al. (2012) quienes comparan
diferentes dosis de Mancozeb, el amplio espectro fungitéxico del fungicida ha demostrado
efectos similares a los de este estudio, controlando el patégeno Alternaria spp. a los siete,
14 y 21 dias despues de la aplicacion, en diluciones més concentradas a las utilizadas en
este ensayo.

Cuadro 3. Efecto de fungicidas en el crecimiento de Alternaria spp. in vitro.

Fungicidas Diametro de colonia (cm)
Sulfato de cobre Pentahidratado y Oxitetraciclina 0.46 ¥

Bacillus subtilis 0.45°
Mancozeb 0.00%
Reynoutria sachalinensis 2.25°

Control 4,07 ¢

Cv 46.87

R2 0.91
Probabilidad <0.0001

¥= Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes.
CV= Coeficiente de variacion (%).



Efecto de Sulfato de cobre Pentahidratado y Oxitetraciclina en el crecimiento del
hongo. Fungicida-bactericida, cuya accion quimica es a base de Cobre Pentahidratado y
Oxitetraciclina. Su modo de accién como cualquier otro fungicida a base de cobre, es la
desnaturalizacion inespecifica de las proteinas celulares cuando las esporas fungicas
germinantes absorben los iones toxicos de cobre (Husak 2015).

En este estudio se determind que Sulfato de cobre Pentahidratado y Oxitetraciclina, afecta
el crecimiento de Alternaria spp. al compararlo con el control (Cuadro 3). La dosis
comercial (0.5 L/ ha) y sus diluciones al 90 y 80%, no mostraron diferencia significativa
entre ellas al controlar las cepas Ay B aisladas de tomate, C aislada de mango y la E aislada
de camote, con la excepcidn de una de la cepa C aislada de mango, donde el diametro de la
colonia vari6 significativamente en la evaluacion al dia cuatro. Estos resultados difieren
con el estudio de Erazo (2016) donde se utiliz6 Sulfato de Cobre Pentahidratado para
Alternaria spp. y la incidencia fue en aumento desde un 10% en el dia 26 hasta 68% en el
dia 68. Sin embargo, Ochoa (2009) mostrd en un estudio donde compard el efecto de Sulfato
de cobre Pentahidratado sobre Alternaria spp. al primer, tercer y octavo dia después de
aplicarlo, el fungicida tuvo efecto sobre el desarrollo del hongo al dia uno y tres, pero la
actividad fungica disminuyé al dia ocho.

Efecto del Bacillus subtilis en el crecimiento del hongo. Fungicida bioldgico (cepa QST-
713 de Bacillus subtilis) con accion protectante multisitio, que previene el ataque de
patodgenos, evitando la formacidn del tubo germinativo y el micelio del hongo, evitando asi
su colonizacion. Detiene la germinacion de esporas, brindando un efecto protectante a la
planta. La formulacion posee lipopéptidos que sinérgicamente actian sobre la membrana
celular, perforandola, y asi, provocando la muerte del patégeno. Las tres concentraciones
de Bacillus subtilis utilizadas en el estudio mostraron diferencias significativas en la
inhibicion del crecimiento de las cinco cepas de Alternaria utilizadas.

Estudios previos realizados por el Instituto Canario de Investigaciones Agrarias (2010), en
banano para el control de Alternaria alternata, demuestran que posee porcentajes de
inhibicion de crecimiento superiores al 80% al igual que Mancozeb y Captan.

Efecto de Reynoutria sachalinensis en el crecimiento del hongo. Pertenece al grupo
quimico de los 1,8- dihidroxiantraquinonas, es un producto a base de extracto de Reynoutria
sachalinensis, su modo de accidn es la induccion del sistema inmune de la planta, ayuda a
la produccion de fitoalexinas, compuestos fendlicos y antioxidantes. Inhibe también la
germinacion de esporas; actta induciendo la produccion de acido ferdlico el cual ayuda a
la lignificacion de la pared celular generando una mayor resistencia ante la penetracion de
los patogenos.

Los resultados demuestran que Reynoutria sachalinensis, tiene efecto sobre Alternaria spp.
al mostrar un menor crecimiento en comparacion al control utilizado (Cuadro 3). Las tres
diferentes concentraciones utilizadas, dosis comercial (1.25 L/ha) y sus diluciones al 90 y
80% muestran diferencias entre ellas, independientemente de las cinco cepas utilizadas en
el ensayo. Actualmente no se han registrado estudios donde reporten un efecto antagonista
de Reynoutria sachalinensis sobre Alternaria spp.



Los fungicidas Sulfato de cobre Pentahidratado y Oxitetraciclina, Bacillus subtilis,
Mancozeb y Reynoutria sachalinensis afectan el crecimiento de las cinco cepas de
Alternaria spp. inoculadas en el medio PDA. Mancozeb, mostré los mejores resultados de
inhibicion del hongo (Cuadro 3).

Los fungicidas Mancozeb, Sulfato de cobre Pentahidratado y Oxitetraciclina, Reynoutria
sachalinensis y Bacillus subtilis aplicados en tres concentraciones diferentes afectan el
crecimiento de la cepa A y B de Alternaria spp. aislada de plantas de tomate (Cuadro 4 y
5). En las aplicaciones de Reynoutria sachalinensis evaluados en tres dias distintos y con
tres concentraciones, la dosis al 90% mostr6 el menor crecimiento del hongo (Cuadro 5).

Cuadro 4. Efecto de fungicidas a diferentes concentraciones en el crecimiento de
Alternaria cepa A.

- Diametro de colonia (cm)
§
Fungicidas CONC Dia4 Dia7 Dia 10

100% 0.00%¥ 0.00® 0.00°

Sulfato de cobre Pentahidratado y

Oxitetraciclina 0% 0.00° 0.00%  0.00°
80% 0.002 0.00% 0.00?
100% 0.002 0.00% 0.00?
Bacillus subtilis 90% 0.002 0.00% 0.00%
80% 0.002 0.00% 0.00?
100% 0.00? 0.00% 0.00°?
Mancozeb 90% 0.002 0.00% 0.00?
80% 0.002 0.00% 0.00°?
100% 0.00°2 1.00°  353°
Reynoutria sachalinensis 90% 0.002 1.00° 4.07°
80% 0.63° 2.73¢ 457¢
CVv 113.86  95.36 27.39
R2 0.93 0.88 0.99
Probabilidad <0.0001 0.0016 0.0467

¥= Medias con una letra comun no son significativamente diferentes entre columnas.
SCONC= Concentracion.
CV= Coeficiente de variacion (%).



Cuadro 5. Efecto de fungicidas a
Alternaria cepa B.

diferentes concentraciones en el crecimiento de

Diametro de colonia (cm)

. 5

Fungicidas Y Dia 7 Dia 10

. 100% 0.43 0¥ 0.00? 1.37°

g)]:ift%tt?a?:?c?iongre Pentahidratado y 90% 0.40" 0.003 1470

80% 0.53° 0.00? 1.50 P

100% 0.008 0.40 ¢ 0.50%

Bacillus subtilis 90% 0.00? 0.372 0502

80% 0.002 0.50 2¢ 0.57%

100% 0.00? 0.002 0.002

Mancozeb 90% 0.00? 0.002 0.002

80% 0.00? 0.002 0.002

100% 0.002 2.50¢ 4,331

Reynoutria sachalinensis 90% 0.002 0.83 ¢ 2.53°¢
80% 0.63 2 2.57¢ 4501

(6AV 49.18 49.77 31.75
R2 0.89 0.86 0.95

Probabilidad 0.021 0.0115 0.0048

¥= Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes entre columnas.
SCONC= Concentracion.
CV= Coeficiente de variacion (%).

Los fungicidas Mancozeb, Sulfato de cobre Pentahidratado y Oxitetraciclina, Reynoutria
sachalinensis y Bacillus subtilis afectan el crecimiento de la cepa C de Alternaria spp
aislada de plantas de mango, segun las evaluaciones realizadas al dia cuatro, siete y 10
(Cuadro 6). En los cuatro fungicidas evaluados, se encontro diferencia significativa, para el
dia siete y para el dia 10.

En las tres concentraciones de Mancozeb y Sulfato de cobre Pentahidratado y
Oxitetraciclina, en los tres dias evaluados no se encontro diferencia significativa. Al igual,
Reynoutria sachalinensis y Bacillus subtilis mostré diferencias significativas entre las
concentraciones evaluadas. Para Reynoutria sachalinensis la concentracion al 90% mostré
el menor crecimiento del hongo (Cuadro 6).



Cuadro 6. Efecto de fungicidas a
Alternaria cepa C.

diferentes concentraciones en el crecimiento de

Diametro de colonia (cm)

. g
Fungicidas CONC® —5@4  Dia7  Dialo
: 100% 0.00™ 0.67°%¥ 1.00°
(S)lj(lif[aettcr)ai(iec?ic;\t;re Pentahidratado y 90% 0.00 0.67" 0,935
80% 0.00 0.67° 0.97°
100% 0.33 0.77° 1.10°
Bacillus subtilis 90% 0.43 0.77° 1.17°
80% 0.47 0.83°P 157°¢
100% 0.00 0.002 0.002
Mancozeb 90% 0.00 0.002 0.002
80% 0.00 0.00%2 0.002
100% 1.17 3.03¢ 5.17°¢
Reynoutria sachalinensis 90% 0.93 2.57°¢ 4,601
80% 1.23 3.20¢ 5.50f
cVv 26.14 10.15 8.77
R2 0.97 0.99 1.00
Probabilidad 0.0728  0.0006  0.0006

¥= Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes entre columnas.
SCONC= Concentracion.

ns= No significativo.

CV= Coeficiente de variacion (%).

Para los fungicidas Mancozeb, Sulfato de cobre Pentahidratado y Oxitetraciclina,
Reynoutria sachalinensis y Bacillus subtilis las evaluaciones realizadas al dia cuatro, siete
y 10 (Cuadro 7 y 8) en la cepa D y E de Alternaria spp. aislada de plantas de mango y
camote, mostraron que existe diferencia significativa entre los fungicidas.

En las tres concentraciones de Mancozeb evaluados en tres dias, no se encontré diferencia
significativa (Cuadro 7). Se mostr6 diferencia significativa en las concentraciones de
Bacillus subtilis evaluadas al dia cuatro y 10, en Reynoutria sachalinensis al dia cuatro y
siete, y al dia cuatro para Sulfato de cobre Pentahidratado y Oxitetraciclina. Reynoutria
sachalinensis con la dosis al 90%, tuvo el mejor efecto ante el crecimiento del hongo
(Cuadro 7).
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Cuadro 7. Efecto de fungicidas a diferentes concentraciones en el crecimiento de
Alternaria cepa D.

Diametro de colonia (cm)

. g
Fungicidas CONC Dia 4 Dia7 Dial0
. 100% 0.00 2¥ 0.83° 1.10°
g)]:ift%tt?a?:?c?iongre Pentahidratado y 90% 0.40 be 0.97 be 1100
80% 0.43%¢ 0.93° 1.03°
100% 0.37° 1.17¢ 1.40°¢
Bacillus subtilis 90% 0.534 1.17 ¢ 1.77¢
80% 0.47 1.13« 1.80¢
100% 0.002 0.002 0.002
Mancozeb 90% 0.002 0.00% 0.00%
80% 0.002 0.002 0.002
100% 1.23fF 2.97¢ 5.50 ¢
Reynoutria sachalinensis 90% 1.13° 2.83° 5.50 ¢
80% 1.23fF 3.20F 5.50 ¢
CcV 9.36 7.86 3.85
R2 0.99 0.99 1.00
Probabilidad <0.0001 0.0196  0.0005

¥= Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes entre columnas.
SCONC= Concentracion.
CV= Coeficiente de variacion.

No se mostré diferencia significativa, para Mancozeb y Sulfato de cobre Pentahidratado y
Oxitetraciclina entre las concentraciones evaluadas a tres diferentes dias. El fungicida
Reynoutria sachalinensis mostro diferencia significativa entre fungicida en los tres dias
evaluados, Bacillus subtilis solamente al dia 10 en la cepa E de Alternaria aislada de camote
(Cuadro 8).

11



Cuadro 8. Efecto de fungicidas a diferentes concentraciones en el crecimiento de

Alternaria cepa E.
. Diametro de colonia (cm)
§
Fungicidas CONC Diad Dia 7 Dia 10

100% 0.00 &¥ 0.00% 0.008
90% 0.00? 0.002 0.002
80% 0.00° 0.00% 0.008
100% 0.00 0.00% 0.008
Bacillus subtilis 90% 0.00? 0.002 0.00?
80% 0.00% 0.232 0.27°
100% 0.002 0.002 0.002
Mancozeb 90% 0.00? 0.002 0.00?
80% 0.002 0.002 0.002
100% 0.00% 0.77° 2.43°¢

Sulfato de cobre Pentahidratado y
Oxitetraciclina

Reynoutria sachalinensis 90% 0.002 0.002 0.37°
80% 0.40° 1.47°¢ 3.23¢
Ccv 312.25 88.44 25.74
R2 0.66 0.91 0.99
Probabilidad 0.0109 <0.0001  <0.0001

¥= Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes entre columnas.
SCONC= Concentracion.
CV= Coeficiente de variacion.

Resultados relacionados a Mancozeb aplicado en concentracion 80%o. Las aplicaciones
de Mancozeb realizadas a una concentracion del 80% con relacion a la comercial, demostrd
no tener efecto control en el crecimiento de las cinco cepas de Alternaria spp. con la
excepcién de la aplicacion a las 24 horas en las cepas A, B y C donde el patgeno fue
controlado y no siguié creciendo (Cuadro 9). Aplicaciones a las 48, 72, 96 y 120 horas no
tienen efecto control sobre las cinco cepas utilizadas. El fungicida Mancozeb de manera
preventiva mostré mejores resultados inhibiendo el crecimiento del hongo. La literatura
indica que Mancozeb es un fungicida antiesporulante, inhibe el crecimiento del tubo
germinativo y la germinacion de las esporas impidiendo la infeccion, razén por la cual se
considera un protector y su aplicacion debe hacerse de manera preventiva (Cruz 2013).
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Cuadro 9. Aplicaciones de Mancozeb en cinco cepas de Alternaria spp. inoculadas in
vitro en explantes de tomate.

Aplicaciones a diferentes horas

Cepas. 24 h 48 h 72h 96 h 120 h

Cepa A Controlé No controlé6  No control6  No controlé  No control6
CepaB Control6 No control6  No control6  No control6  No controld
Cepa C Controlé No controlé6  No control6  No controlé  No control6
CepaD Nocontrol6 Nocontrol6 Nocontrol6  Nocontrol6  No controlo
CepaE  Nocontrol6 Nocontrol6 Nocontrolo6  Nocontrol6  No control6

13



4. CONCLUSIONES

e Todos los fungicidas lograron inhibir el crecimiento de las cepas de Alternaria spp., sin
embargo, Mancozeb fue el que mejor resultados obtuvo, ya que logré la total inhibicion
en las tres concentraciones.

e Las aplicaciones de Mancozeb no tienen efecto control al aplicarse después de la
aparicion de los primeros sintomas del hongo.
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5. RECOMENDACIONES

Evaluar los protocolos de inoculaciéon en plantas mantenidas bajo condiciones
controladas de temperatura y humedad que propicien el desarrollo de Alternaria

SPp.

Evaluar Mancozeb empleando concentraciones menores al 80% buscando efecto
inhibitorio del crecimiento de Alternaria in vitro.

Evaluar otros productos de origen bioldgico con efecto inhibitorio del crecimiento
de Alternaria como alternativa de control.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo para la elaboracién de agar papa dextrosa acidificado (PDA) sélido,
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

PobhE
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Anexo 2. Protocolo para la inoculaciéon 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 esté trabajando, asi como el uso de joyas o cualquier otro accesorio que
interfiera con la inocuidad y el movimiento sutil de las manos.

N

Apagar el aire acondicionado para evitar la turbulencia en la cdmara de flujo laminar.
Seleccionar el hongo para la siembra.
Encender y preparar la cdmara de flujo laminar: limpiar y desinfectar con alcohol al
70% (para mayor informacién encontrar la guia al lado derecho de la camara).
Seleccionar los medios de cultivos que se utilizaran y colocarlos en la cdmara de flujo
laminar. Dejarlos reposar alrededor 10 min antes de la siembra y quitar el agua que se
condensé en la tapa de los platos.
Preparar los materiales: bisturi, mechero, fosforos, parafina, contenedor para sostener
el bisturi desinfectado y contenedor con alcohol para desinfectar al 95%.
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) Repetiray b nuevamente.

d) Dejarlo reposar para que se seque Yy enfrie.
Para la siembra es importante seleccionar el borde del hongo con hifas jovenes. Realizar
un corte pequerio cuadricular y sembrarlo en el centro del plato con la parte de las hifas
en contacto con el medio.

Observacion: hacer movimientos sutiles porque se puede crear contaminaciones por
migracion de esporas.

8.

10.

11.

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

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

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

Apagar la camara de flujo laminar.
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Anexo 3. Protocolo para la elaboracion de agar agua semisélido para inoculacion de
Alternaria spp (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 4. Protocolo para la preparacién y siembra de explantes para diagnostico.

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
codigo de identificacion de muestra con el siguiente formato: afio, abreviatura de la
planta y nimero de muestra (ej. 17zh#1). Colocar la fecha de recepcion de muestra y
preparacion del explante en la parte superior del cédigo. Tomar la fotografia de la
muestra de tal manera que aparezcan todos los datos. Escribir detalladamente la
sintomatologia y adjuntarla al tablero de muestra.

Preparacion de explantes, con un bisturi esterilizado realizar de 8-9 pequefios 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.
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.
Desinfecciéon de explantes, con una pinza esterilizada, transferir los explantes de la
muestra a un beaker con una solucion de hipoclorito (en un rango de 1-10%). Mantener
la muestra de 3-5 minutos y menear el beaker para desinfectar los explantes.

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

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

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.

Rotulado, sellar el medio con parafina y escribir el codigo, fecha y nombre de la persona
que realizé la siembra.

Incubacion, colocar las placas en la incubadora de 2-4 dias para realizar las
observaciones.
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Anexo 5. Ficha técnica de Reynoutria sachalinensis.

Después de usar su equpo de aplcacién, lavelo con agua y jabon. Dep circular el agua por fodo el
equpo. a fin de elimnar al maxima los resduoe. No destapar |a boguilia con s boca.

El parsonal de eplicacon debe estar capacitado y recibir capactaciones penddicas sobre el manejo y uso
comecio de plagucidss

CONTRAINDICACIONES
» No aplicar en presencia de lluva, © cuando exista probabildad de la misma en fas proxmas 3
horas posteriores a la aphcacion
» No splicar cuando la temperatura sea mayor @ 30°C y fa humedad relativa sea menor a 50%
» No splicar cuando la veloodad del viento sea mayor 8 10 kmh

FITOTOXICIDAD
REGALIA MAXX no es filolbwos a ks cultivos o las dosis aqui recomendadas.  se usa bap las
indicacones de esta etqueta

INCOMPATIBILIDAD
REGALIA MAXX es compatible con producios a base de azoxistrobin, clorotalonil, Cu,O (dxdo cuproso)
ficfanato metll, Baciive subhle famoxadona, cimoxanil. mancozeb. mefencxam, prackstrobn,
aobenzolarS-mett y Mickbutanil. En caso de que desea realizar alguna mezcla, éslas se deberin hacer
con marcas comerciales a base de los ngredentes actvos antes mencionados y autorizados an los
cutivos aqul indicados

MANEJO DE RESISTENCIA

PARA PREVENIR EL DESARROLLO DE POBLACIONES RESISTENTES, SIEMPRE RESPETE LAS
DOSIS Y LAS FRECUENCIAS DE APLICACION" “EVITE EL USO REPETIDO DE ESTE PRODUCTO,
ALTERNANDOLO CON OTROS GRUPOS QUIMICOS DE DIFERENTES MODOS DE ACCION Y
DIFERENTES MECANISMOS DE DESTOXIFICACION Y MEDIANTE EL APOYO DE OTROS METODOS
DE CONTROL®

El mocanismo de moodn de REGALIA MAXX a base del extracto de Reynoutria sachasinensis, es
mediante la inducodn del sistema inmune de la planta, es deor induce la produccién de foalexnas
proteinas PR, compuestos fendlicos y antoxidantes. Ademds induce la produccién del dcido ferulico que
favorece |a lignificacién de la pared celular para resistir la penetraciin de los palogenos y tanbién, inhibe
In germinacdn de esporms o induce la preduccidn de la enzima glutenasa que rompe las paredes celulares

del patdgenc

GlEEde] MER @3R=
T —
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