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RESUMEN

La presente investigacion se realizo con la finalidad de determinar la sensibilidad
in vitro de Sclerotium rolfsii Saccardo aislado de pimiento (Capsicum annuum) y los
efectos de su inoculacion. El inoculo se lo extrajo a partir de suelo infestado de esclerotes
plantado con pimiento y se tomd muestras de suelo a 20 cm de profundidad. Todas las
muestras tanto de suelo como de tejido vegetal fueron colectadas en el Campus
Experimental la Teodomira Facultad de Ingenieria Agronémica. se utilizo un disefio de
blogues al azar con 41 tratamientos y 4 repeticiones, estadisticamente los datos fueron
analizados con el programa Statistical Analysis System (SAS), la confrontacion de
medias multiples se las realizé con la prueba de Tukey P< 0.01, utilizando los siguientes
fungicidas: Carboxin + Captan, Pentacloronitrobenzeno, Fosetyl Al, Benomil en dosis de
0.50, 0.75, 1 y 1.25 g L, Carbendazin, Difeconazole, Epoxiconazole, Hymexazol,
Penconazole, Sulfato de Cu en dosis de 0.25, 0.50, 0.75 y 1 ml L. Se realizaron
evaluaciones del crecimiento micelial desde las 24 hasta las 96 horas. Las inoculaciones
hicieron con esclerotes y discos de PDA de 5 mm con micelios, utilizando siete plantas
por cada hibrido de Marcato y Quetzal. La evaluacion del test de resistencia se inici6 a
partir de las 24 horas después de la inoculacidn, se registraron numeros de plantas vivas y
muertas. Los fungicidas que mejores resultados presentaron en el crecimiento in vitro de
S.rolfsii fueron: Carboxin + Captan, Pentacloronitrobenzeno en dosis de 0.50, 0.75, 1y
1.25 g L, Carbendazin, Difeconazole, Epoxiconazole, 0.25, 0.50, 0.75 y 1 ml L%,
Hymexazol en dosis de 0.50, 0.75y 1 ml L'? y Penconazole 0.75, 1 ml L. En el test de
inoculacion, todas las plantas de Marcato y Quetzal mostraron ser susceptibles al
patdégeno. En el test de susceptibilidad la mejor forma de inocular es con discos de
micelios del patdgeno.

Palabras claves: agroquimicos, concentraciones, resistencia.



SUMMARY

The present investigation wascarried out in order to determine the in vitro
sensitivity of Sclerotium rolfsii Saccardo isolated from pepper (Capsicum annum) and the
effects of its inoculation. The inoculum was extracted from soil infested with sclerotes
planted with pimento and samples of soil up to 20 cm deep were taken. All samples of
both soil and plant tissue were collected in the Teodomira Experimental Campus Faculty
of Agronomic Engineering. Applying a randomized block design of 41 treatments with 4
repetitions statistically the data were analyzed with the Statistical Analysis System (SAS),
the multiple means comparison was performed with the Tukey P test <0.01, using the
following fungicides: Carboxin + Captan, Pentachloronitrobenzene, Fosetyl Al, Benomil
in doses of 0.50, 0.75, 1 and 1.25 g L-1, Carbendazin, Difeconazole, Epoxiconazole,
Hymexazole, Penconazole, Cu Sulfate in doses of 0.25, 0.50, 0.75 and 1 ml L -1. Mycelial
growth evaluations were performed from 24 to 96 hours. The inoculations were done with
5 mm PDA sclerotes and discs with mycelium, using seven plants for each hybrid of
Marcato and Quetzal. The evaluation of the resistance test was started 24 hours after the
inoculation, numbers of live and dead plants were recorded. The fungicides that showed
the best results in the in vitro growth of S.rolfsii were: Carboxin + Captan,
Pentachloronitrobenzene in doses of 0.50, 0.75, 1 and 1.25 g L-1, Carbendazin,
Difeconazole, Epoxiconazole, 0.25, 0.50, 0.75 and 1 ml L-1, Hymexazol in doses of 0.50,
0.75 and 1 ml L-1 and Penconazole 0.75, 1 ml L-1. In the inoculation test, all Marcato and
Quetzal plants were susceptible to the pathogen. In the susceptibility test the best way to

inoculate is with mycelial discs of the pathogen.

Keywords: agrochemicals, concentrations, resistance.



1. INTRODUCCION

La importancia del cultivo de pimiento “Capsicum annuum L.” se remonta a la era
prehispanica, donde se da inicio a la utilizacion de este cultivo de manera intensiva. Desde
alli se ha convertido a lo largo del tiempo en una de las hortalizas de mayor importancia
econdmica, debido a su expansion mundial, esto a la vez se ve complementado por la gran
aceptacion que posee este vegetal, llegando a ser parte indispensable de la dieta alimenticia
del ser humano (Mendoza, 2006).

El &rea que ocupa el cultivo en Ecuador ha crecido de acuerdo a la demanda de esta
hortaliza, ademas de aquello se estd logrando de a poco incursionar en el mercado
internacional, en donde la calidad ha marcado la pauta para seguir ganando espacio en

dicho mercado (Reyes et al. 2011).

La produccion mundial de pimiento en el afio 2014 fue de 32 324 345 toneladas
encontrdndose China como primer productor con 16 120 406 toneladas distribuidas en
711 690 ha, en segundo lugar se encuentra México con 2 732 635 toneladas distribuidas en
143 465 ha, y en tercer lugar se encuentra Turquia con 2 127 944 toneladas distribuidas en
101 000 ha (Hortoinfo, 2014). En Ecuador la produccion de pimiento en el 2013 fue
estimada en 5 704 toneladas, con una superficie de siembra de 1 796 ha (FAOSTAT, 2016).
Tiene gran acogida en la Costa y gran parte de la Sierra, principalmente en las provincias

de Guayas, Santa Elena, Manabi, EI Oro, Imbabura, Chimborazo y Loja, (Cobo, 2012).

El 90% de la produccion obtenida estd destinada al consumo interno del pais, sin
embargo en la actualidad existe la posibilidad de abrir mercado para la exportacion desde

Ecuador hacia Estados Unidos (Ferguson, 2015).

Quezada (2015), menciona que en Ecuador la mayoria de las provincias productoras, se
ven amenazadas y afectadas por diversas enfermedades causadas por hongos y otros
problemas fitosanitarios, los mismos que generan pérdidas significativas a los productores
de hortalizas, gramineas y leguminosas, esto debido a las condiciones ambientales en las

que se desarrollan.



Entre las principales enfermedades en pimiento, se encuentran las de tipo foliar y
radicular; teniendo como agentes causales de enfermedades radiculares a Phytophthora
capsici, Sclerotium rolfsii y Esclerotinia esclerotiorum que son considerados los hongos de

mayor importancia en el cultivo de pimiento (Sadkins, 2004).

S. rolfsii, es un hongo fitopatdgeno que habita en el suelo, tiene un amplio rango de
hospedantes (aproximadamente con 500), causando podredumbres de raiz y cuello. El
hongo tiene un micelio blanco algodonoso de crecimiento rapido, y al cabo de unos dias,
aparecen unos esclerocios de color blanco que van tomando una coloracion castafia a
medida que van madurando. Tiene una amplia distribucién en el mundo, pero es més
frecuente en regiones tropicales y subtropicales. Le favorecen los climas muy calurosos y

los suelos fundamentalmente acidos (Gonzalez, 2004).

El primer reporte de S.rolfsii en la provincia de Manabi fue en el afio del 2016 en
plantas de pimiento, las cuales presentaban los principales sintomas de la enfermedad en el
Campus Experimental Teodomira perteneciente a la Facultad de Ingenieria Agronémica de
la Universidad Técnica de Manabi ( Veléz, 2016).

Por lo anteriormente mencionado, existié la necesidad de buscar fungicidas
promisorios que ayuden al manejo y/o control eficiente a la pudricién blanca de la raiz y
cuello de las plantas, que sirvan como un complemento al control de enfermedades de las
plantas, que implique bajar el impacto ambiental y sanitario reduciendo los dafios a la salud

de la poblacién y el medio ambiente.

El uso indiscriminado de dosis no adecuadas de fungicidas utilizados en el control de
S. rolfsii, generan problemas de resistencia a los fungicidas por parte de los patégenos,
ademas de generar gastos adicionales al productor y contaminacién al ambiente. EI manejo
integrado de esta enfermedad, es una situacién que no solo afecta la produccion del cultivo
de pimiento, sino también afecta la calidad de vida de los involucrados tanto en la
produccion como en los consumidores del producto. Es por ello que surge la siguiente
interrogante ¢ El uso de fungicidas en dosis adecuadas, tendra efecto de control sobre S.

rolfsii?.



1. ANTECEDENTES

El hongo S. rolfsii., patdgeno causante de la pudriciéon blanca, ha sido reportado a
nivel mundial, afectando a mas de 180 cultivos diferentes, en zonas de clima tropical,
subtropical y templado calido, presentandose tanto al inicio como al final del ciclo del

cultivo debido a que es muy variado en sus habitos de crecimiento ( Ramirez, et al, 1998).

Segun Benardo (2016), en el afio 1892 S. rolfsii fue reportado y estudiado por Rolfs
en el Sur de la Florida, luego de realizar algunos estudios con plantas de tomate (Solanum
lycopersicum), determinando que este fitopatdgeno es de gran importancia en diferentes

cultivos tanto en las zonas tropicales como subtropicales.

En Ecuador los primeros reportes de S. rolfsii, se dieron en la Sierra ecuatoriana en
los afios 1979-1980 en el cultivo de trigo. Debido a que las plantas tuvieron una

maduracion precoz y no tuvieron produccion (INIAP, 2006).

Trabajos realizados en el afio 2000 por el Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP), reportan que los cultivos horticolas sufren ataques de diferentes
patdgenos fungosos presentes en el suelo lo cual ocasiona marchitez e incluso la muerte de
las plantas, logrando identificar a S. rolfsii causando dafios en el cultivo de tomate (S.

lycopersicum).

Se manifiesta la susceptibilidad del cultivo de fréjol (Phaseolus vulgaris) en
variedades mejoradas ante el ataque del patdgeno de S. rolfsii, siendo un fitopatdgeno que
ataca tanto plantas jovenes, adultas, vainas verdes y maduras. De modo que las plantas en
un inicio muestras clorosis, marchitamiento y por Gltimo hasta la muerte (INIAP, 2003).

Capus (2009), realiz6 un estudio de identificacion de microorganismos antagonistas de
fitopatdgenos de suelo y su efecto in vitro e invernadero en especies horticolas (sandia,
meldn, pimiento), en algunas provincias de la costa donde no se encontrd la presencia de S.

rolfsii en la provincia de Manabi, pero si en Guayas y Santa Elena en C. annuum.



I1l.  JUSTIFICACION

Las condiciones medio ambientales a nivel local favorecen la proliferacion de un
sinnumero de enfermedades (causadas por hongos, bacterias y virus, etc.) muchas de ellas
presentes en el cultivo de pimiento ocasionando grandes pérdidas econémicas a quienes se
dedican a la actividad agricola. Por lo general estas enfermedades fitopatoldgicas se hacen
mas presentes en épocas lluviosas ocasionando pérdidas parcial o total en el cultivo
(Ramirez, 2015).

El amplio uso de fungicidas sintéticos en el control de los hongos y el mal uso en
cuanto a las dosificaciones de los mismos, han provocado toxicidad en terrenos agricolas y
la resistencia de los agentes fitopatdgenos. Por ello se buscan alternativas del buen uso de
los productos sintéticos, utilizando las dosis recomendadas en el tiempo estipulado (Lucas,
et al. 2000).

Por ello surge la necesidad de encontrar herramientas que ayuden en el manejo y/o
control eficiente de la pudricion blanca de la raiz y cuello de las plantas, que sirvan como
un complemento en el manejo integrado de enfermedades de las plantas, usando las dosis
adecuadas de fungicidas y siguiendo las recomendaciones del comité de accién de

resistencia a fungicidas (FRAC), con la finalidad de optimizar el uso de los mismos.

Logrando asi alargar la vida util del producto, y por ende reduciendo el impacto
ambiental por el uso de dosis adecuadas y contribuyendo una mejor calidad de vida en la
poblacién, debido a la reduccidn de las tazas de agroguimicos en los productos consumidos.
Hasta la fecha, en Ecuador se conoce poco sobre las dosis adecuadas de los fungicidas

comUnmente usados en el manejo de S. rolfsii.



IV. OBJETIVOS

1.1.General
Determinar la sensibilidad in vitro de Sclerotium rolfsii Saccardo aislado de pimiento

(Capsicum annuum) y efectos de su inoculacion en hibridos de pimiento Marcato y

Quetzal.

1.2.Especificos

Diagnosticar la eficiencia in vitro de los fungicidas: Hymexazol, Sulfato de Cobre,
Penconazole, Carbendazin, Epoxiconazole, Difenoconazole, Fosetil Al, Benomil,
Carboxin+Captan y Pentacloronitrobenzeno usados en cuatro dosis en el control de S.

rolfsii.

Evaluar el crecimiento in vitro del micelio de S. rolfsii, sobre medio de cultivo con

diferentes fungicidas y dosis en diferentes periodo de tiempo.

Determinar la susceptibilidad de los individuos de la primera y segunda generacion de

los hibridos Quetzal y Marcato inoculados con S. rolfsii.
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V. MARCO REFERENCIAL

1.3.El Pimiento

1.3.1. Origen
Segun Bonilla 'y Sanchez (1999), el pimiento tuvo su origen en zonas tropicales y
subtropicales de América del sur, en los valles de Bolivia y Perd, en el primer viaje de
Cristébal Colon (1493. Difundiéndose en el siglo XVI en Espafia, pasando al resto de

Europa y al resto del mundo (Borbor; Suérez, 2007).

1.3.2. Clasificacion Taxonomia.

Tabla 1. Clasificacién Taxonomica del Pimiento. (Pérez, 2014).

Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanéceas
Género Capsicum
Especie annuum

1.3.3. Importancia

Su importancia se basa desde el punto de vista alimenticio debido a las
propiedades y beneficio que brinda a la salud. Por lo que el pimiento es una hortaliza

que contiene vitamina C y minerales (Castillo, et al, 2011).

1.3.4. Descripcion Botanica

La planta es herbacea o semi-lefiosa con crecimiento erecto (Figura.l), es de
tamario variado va de 0,5m a 2m dependiendo de las condiciones en que se encuentre

(aire libre o invernadero). Tiene un ciclo de vida perenne aunque se lo cultiva como

especie anual (Quimbita, 2013).
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Figura 1. Plantas del Hibrido Quetzal en etapa de Produccion.

La raiz es axonomorfa, es decir que se ramifica formando conjuntos de raicillas
laterales. Las raices de la planta se profundizan en la superficie de 30-60 cm, aunque la
distribucion es desuniforme y su crecimiento se extiende hasta unos 30-50 cm del eje
(Nuez, 2003).

El tallo es erecto de tipo semi-lefioso posee un crecimiento monopolico, dependiendo de
la variedad, puede ser de crecimiento determinado e indeterminado, a una altura de 15-
20 cm a ramificarse o cuando existe la presencia de 10-14 hojas verdaderas y puede
emitir 2-3 ramificaciones a una altura de 15-20 cm hasta el final de su ciclo de vida la
planta tiene la capacidad de ramificarse (Perez, 2014); (Staller, 2012).

Las hojas son de color verde oscuro, pero a veces depende de las condiciones
nutricionales y del genotipo que se use, son generalmente de tipo simples de forma
lanceoladas con un apice lobular y liso al tacto, las nervaduras de las hojas se les conoce

como venacion reticulada (Pérez, 2014).

La flor estd constituida por 5 estambres, 5-8 pétalos y de 2-4 carpelos, se
encuentran unidas al tallo por un pedunculo de 5-8 cm de longitud normalmente las
flores son hermafroditas con un 90% de autdgamia aproximadamente (Fornaris, 2005).

El fruto tiene la forma de una baya hueca, tiene de 2-5 Iébulos y celdas las
cuales se encuentran dividiendo las paredes internas verticales, el fruto generalmente

crece de forma solitaria presenta tamafio, forma, color y sabor variado (Fornaris, 2005).

La semilla es de forma aplanada, lisa, reniforme con un diametro de 2.5-3.5 mm,
posee una coloracion blanco crema, cuando es extraida del fruto y si no tiene un

adecuado almacenamiento pierde con rapidez su poder germinativo (Pérez, 2014).
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1.4.Caracteristicas de los hibridos de pimiento usados en el presente trabajo.

1.4.1. Quetzal
Segin AGRIPAC (2012).

Es una planta alta, erecta, buen vigor.

Dimensiones del fruto: 17cm de largo x 4cm de diametro.
Paredes del fruto: 4mm de espesor.

NUmeros de l6bulos del fruto: 3-4

Color del fruto: verde a rojo.

Inicio de la cosecha: 100-110 dias a partir del trasplante.
Habito de crecimiento: semi indeterminado.

Excelente rendimiento: 30000-40000kg/ha.

Tolerante a Fusarium sp.

V V.V V V V V V V VY

1.4.2. Marcato
Segin IMPORALASKA (2017).

Planta: vigorosa y precoz.

Zona de siembra: region costa, Valles de la Sierra, invernaderos y Galapagos.

Fruto: 17-20 cm de largo x 4-5 cm de diametro, de paredes gruesas 3.5 mm y color

verde brilloso.
Ciclo del cultivo: 110-120 dias a partir de la cosecha.

Habito de crecimiento: Semi indeterminado.

Resistente al virus del mosaico del tabaco (TMV) raza 0, virus moteado suave del

pimiento (PMMV) y virus Y de la papa a (PVY).
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1.5.Sclerotium rolfsii

1.5.1. Generalidades del Patdégeno

Segun Hernéndez et al. (2011), S. rolfsii es conocido como podredumbre negra o
tizon surefio, fue encontrado por primera vez en plantas y frutos de tomate en el afio
1892. Este fitopatdgeno ataca a un sinndmero de cultivos tanto de ciclo corto como
perennes, es una enfermedad que hoy en dia se encuentra distribuida en la mayoria de
los paises siendo muy significativo en zonas tropicales y subtropicales atacando
generalmente a las plantas jovenes en fase de desarrollo.

Al ser polifago y necrétrofo facultativo es un patégeno de mucha importancia en
la produccién agricola, debido a las pérdidas y dificultades que causa para su combate.
Su forma de diseminacion se da por medio de plantas contaminadas, suelos o
herramientas infestados. En el suelo, puede sobrevivir a corto plazo en forma de micelio

y por periodos prolongados (2-5 afios) en forma de esclerotes (Capuz, 2009).

Este hongo afecta aproximadamente 500 especies con 100 familias, S. rolfsii es
un patégeno del suelo, se encuentra presente tano en regiones tropicales como sub-
tropicales. Los primeros sintomas que se presentan en las plantas cuando son afectadas
son: podredumbres en la parte baja del tallo y raiz, marchitamiento y caida de planta
(Corréa et al 2007).

1.5.2. Rango de hospedantes

El rango de plantas susceptible a S. rolfsii son: Angiospermas y Magnoliopsida
(Martinez, 2008).

Entre los cultivos que ataca S. rolfsii tenemos: Algodén (Gossypium spp. L),
altramuz (Lupinus spp), Ajo (Allium sativum), Alfalfa (Medicago sativa), arroz (Oryza
sativa L.), banana (Musa paradisiaca L.), café (Coffea spp.), cacao (Theobroma cacao),
cafia de azlcar (Saccharum officinarum L.), camote (Ipomoea batatas), cebada
(Hordeum vulgare), frijol (Phaseolus vulgaris L.), Girasol (Helianthus annuus), haba
(Vicia faba L.), laurel (Laurus nobilis), lenteja (Lens culinaris Moench), mango
(Mangifera indica) mani (Arachys hipogea), maiz (Zea mays), papa (Solanum
tuberosum L.), perejil (Petroselimum crispum Mill), pimiento (Capsicum annum L.),
pepino (Cucumis sativum), melén (Cucumis melo), rdbano (Raphanus sativus L.),

remolacha azucarera (Beta vulgaris), soya (Glicine max L.) , sandia (Citrullus lanatus)
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sorgo (Sorghum sp), teca (Tectona grandis), trigo (Triticum sp), tomate (Solanum

lycopersicum L.), zanahoria (Daucus carota L.) (Zufida, 2013); (Martinez, 2008).

1.5.3. Sintomatologia

S. rolfsii en las plantas afecta diferentes drganos (sistema radicular, la base del tallo,
areas foliares, flores y frutos), provocando una variedad de sintomas, generalmente los
primeros sintomas en ser observados son clorosis y marchitez en la parte aérea de la
planta, estos sintomas son producto de la infeccion del sistema radicular o de la base del
tallo (Martinez, 2008).

El patdgeno para su desarrollo necesita condiciones ambientales favorables y bajo
las mismas, las plantas se encuentran afectadas por el patdégeno se puede observar una
gran cantidad de masa algodonosa de color blanca en la base del tallo de la planta y
posteriormente se da la formacion de los esclerocios que es la forma de sobrevivencia
del hongo (Gonzales, 2011).

1.5.4. Ciclo de la enfermedad

S. rolfsii se puede desarrollar en la superficie del suelo antes o después del
trasplante, a medida que crece el patdégeno va formando micelio y al mismo tiempo
pequefios esclerotes que inicialmente son de color blanquecino que a su madurez
cambian de tonalidad un color marrén claro, Al desarrollarse el hongo en la superficie
del suelo posee la ventaja de empezar a afectar las plantas dias después del trasplante y
con mayor frecuencia en los primeros dias. El patégeno, prospera a temperaturas de 30-
35°C y en suelos hiimedos tiene mayor capacidad y facilidad de desarrollo (Areas et al
2006).

La principal fuente de diseminacion que tiene el patdgeno es por medio de
esclerotes. Para que se produzca una patogénesis, es necesario que los esclerotes
germinen, en este caso, ocurren dos tipos de germinacion: Germinacion hifal: que se
dan por medio de hifas individuales las cuales proceden del esclerote. Germinacion

eruptiva: el esclerote rompe la cubierta y expulsando agregados hifales (Zunida 2013).
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1.5.5.

b)

Meétodos de Control

Existen tres métodos:

Control cultural
Este tipo de método estd basado en la rotacion de cultivos, arado profundo,
eliminando residuos de cosechas anteriores y tratando los suelos con cal con el

proposito de regular el pH del suelo (Areas et al ,2006).

Control bioldgico

Existen agentes bioldgicos para el control de S. rolfsi, entre los mas conocidos
estan: Bacillus subtilis, Penicillium spp, Gliocladium virens, Trichoderma harzianum,
Trichoderma viride y Trichoderma spp, estos agentes biolégicos han demostrado
resultados positivos en control de S. rolfsii, los cuales (hongos) colonizan las hifas del
patdgeno y por ende interrumpir el crecimiento del micelio y poco a poco a matando al
hongo (Areas et al, 2006).

Control quimico

Es el método méas usado en la mayoria de los campos agricolas, hay diferentes
fungicidas que se utilizan para el control de S. rolfsii, dentro del control quimico se
encuentran fungicidas como: Benomil, Fosetil Al, Sulfato de Cobre Pentahidratado

entre otros (Cisneros ,2013).
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1.6.Fungicidas utilizados.

1.6.1. Benomil (500 gr L?)

Modo de accién: Fungicida sistémico con accion preventiva curativa que es
absorbido por la planta y se traslada en forma acropétala, tiene un amplio control en
enfermedades, frutales y cultivos de hortalizas (Tabla. 2), (Silvestre, 2014). Inhibe el
desarrollo de las hifas y del micelio, provoca anomalia en la division celular y la muerte
del hongo (Antalien, s,f). Las aplicaciones se deben realizar cada 7-10 siempre y cuando

se observen presencia de enfermedades (Silvestre, 2014).

Tabla 2. Recomendaciones de uso.

Esparrago (Asparagus officinalis) | Chupadera fungosa (Fusarium | 2 -3 Kg/ha
oxysporium)

Vid (Vitis vinifera) Pudricidn gris (Botytis cinerea) 1 Kg/ha

Chupadera fungosa (Rhizoctonia | 3,0-4,0 g/Kg de semilla

Frijol (Phaseolus vulgaris) solani) 200 g/200 L Sumergir por
Papa (Solanum tuberosum) 3 min.

Arroz (Oryza sativa) Piricularia (Pyricularia grisea) 250-500 gr/ha

Zapallo (Cucurbita maxima) Oidium (Erysiphe | 4 Kg/ha

cichoracearum)

Fuente: AGRICENSE, 2006.

1.6.2. Carboxin + Captan (200 g L*+200 g L™?)

Modo de accion: Fungicida preventivo, curativo de accion sistémica que afecta la
respiracion de los hongos. Controla un sinnimeros de enfermedades en hortalizas y
otros cultivos (Tabla.3), sin embargo el Captan es un fungicida preventivo con accion
de contacto el cual inhibe la germinacion de las esporas de los hongos, afectando la
reparacion mitocondrial. Hacer aplicaciones a los 2 y 7 dias al drenchs (suelo), cuando

se presenten los primero sintomas (ADAMA, 2015).
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Tabla 3. Recomendaciones de usos.

Arroz (Oryza sativa) Damping-off, Sclerotium oryzae,
Fusarium oxysporum ,Rhizoctonia | 200 g/100 Kg de semillas
solani
Helminthosporium oryzae
Frijol (Phaseolus vulgaris) Damping-off, Pseudomonas sp. 100 ¢g/100 Kg de semillas
Fusarium sp., Rhizoctonia sp. 150 g/100 Kg de semillas
Papa (Solanum tuberosum) Costra negra (Rhizoctonia solani ) 2 Kg/ha
Clavel (Dianthus | Damping-off complejo fungoso 25¢g/L
caryophyllus)

Fuente: (ADAMA, 2015).
1.6.3. Carbendazim (500 g L)

Modo de accion: Fungicida sistémico preventivo, las plantas las absorben a
través de las raices y parte de 6rganos verde controla un amplio rango de enfermedades
que atacan a los cultivos (Tabla. 4), impiden la formacion de las hifas y el desarrollo del
micelio (Nufarm s,f.). Realizar las aplicaciones envase a los primero sintomas de la

enfermedad en periodos prologados (INSUAGRO s,f).

Tabla 4. Recomendaciones de uso.

Citricos (Citrus sp.) Moho y pudedrumbre (Botrytis sp.;
Peras (Pyrus sp.) Diplodia sp.; Monilia sp.; Penicillium 50 — 100 cm3/ha
sp.; Gloeosporium sp.)
Mal de los almécigos

Papa (Solanum tuberosum) (Rhizoctonia spp.), 400 cm?® /ha
Marchitamiento (Fusarium spp)

Vid (Vitis vinifera) Moho gris (Botrytis Cinerea) 50-100 cm®/100L.

Bananos (Musa | Sigatoka (Mycosphaerella musicola) 250 cm®/ha con 7-8 L. de

paradisiaca) aceite emulsionante

fungicidaen 25 L. /haen
aplicaciones aéreas.

Mani (Arachis hypogaea) Viruela temprana 250 cm3/100 L. (250
(Cercospora arachidicola) cm?/ha)

Tomate (Solanum | Sclerotinia Sclerotiorum 50-60 cm3/100L.

lycopersicum)

Lechuga (Lactuca sativa) PodreQum.bre (Sclerotinia spp y 50-70 cm3/100L.
Botrytis cinerea)

Melén (Cucumis melo) Oidio (Sphaerotheca fuliginea) 25-30 cm®/100L.

pepino (Cucumis sativus)

Fuente: (INSUAGRO,s,f).
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1.6.4. Difenoconazole (250 g L™?).

Modo de accion: Es un fungicida de accion local, preventiva y curativa

interrumpe de manera significativa el crecimiento del hongo. Controla hongos

pertenecientes a las familias de Ascomycetos, Bacidomycetos y Deuteromycetos (Tabla.

5) (Syngenta Agro s,f). Las aplicaciones se las hacen en brotes y hojas tiernas siempre y

cuando se observen sintomas de enfermedad (FARMAGRO s,f).

Tabla 5. Recomendaciones de usos.

Esparrago (Asparagus officinalis)
Vid (Vitis vinifera)

Papa (Solanum tuberosum)

Café (Coffea sp.)

Cebolla (Allium cepa)

Mancha
vesicarium)

purpura  (Temphylium
Oidiosis (Erysiphe necator)
Tizén tardio (Alternaria solani)

Royal del café (Hemileia vastatrix)

Mancha del peral (Stemphylium
vesicarium).

0.5 L/ha

0.15 L/200L

0.15 L/200L

0.20 L/200L

0.25 L/200L

Fuente: FARMAGRO s.f.

1.6.5. Epoxiconazol (125g L)

Modo de accién: Es un fungicida de accidn rapida, sistémico, preventivo y

curativo en las plantas es absorbido de forma rapida por las hojas y se mueve dentro de

la misma se penetra en la pared celular del hongo ocasiondndole la muerte. Posee un

amplio espectro en controlar enfermedades en diferentes cultivos (Tabla. 6) (Soprano,

2015). Hacer aplicaciones a los 40 y 50 dias luego de la emergencias de la plantas como

preventivo (BASF, s,f).

Tabla 6. Recomendaciones de uso.

Arroz (Oryza sativa)
Clavel (Dianthus caryophyllus)

Café (Coffea)

Afiublo de la vaina (Rhizoctonia
solani)

Mancha anillada del clavel
(Cladosporium echinulatum)
Roya del Café (Hemileia
vastatrix)

0.75 L/ha

0.8 ml/L

0.3-0.4 L/ha

Fuente: (NUFARM, 2012).
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1.6.6. FOSETIL Aluminio (800 g L-1).

Modo de accidn: Fosetil Al es un fungicida sistemico el cual es absorbido
rapidamente por el follaje y por el sistema radicular controla diversas enfermedades en
los cultivos (Tabla. 7), se trasloca en forma basipetal, inhibiendo la germinacion de la
espora bloqueando el crecimiento del micelio. Las aplicaciones se las hacen de manera
preventiva o cuando se vean los primero sintomas de la enfermedad a los 14 y 21 dias
dependiendo de la severidad de la enfermedad (BIOQUIM, s,f).

Tabla 7. Recomendaciones de uso.

Cebolla (Allium cepa) Mal del Talluelo (Phytophthora porri) | 2.5 Kkg/ha
Pythium (Pythium sp) 2.5 kg/ha
Brocoli (Brassica oleracea) Mildiu velloso (Peronospora parasitica) 2.5 kg/ha
Citricos (Citrus sp.) Phytophthora (Phytophthora citrophthora) 4-5 kg/ha
Coliflor (Brassica oleracea) Mildiu velloso (Peronospora parasitica) 2.5 kg/ha
Melén (Cucumis melo) Mildiu velloso (Pseudoperonospora cubensis) 2.5 kg/ha
Ornamentales Podredumbre de las plantulas (Phytophthora sp)
Pythium (Pythium sp) | 2-10g/L
Mildiu velloso (Peronospora sparsa)
Pepino (Cucumis sativus) Mildiu velloso (Pseudoperonospora cubensis) 2.5 kg/ha
Pifia (Ananas comosus) Pudricién del corazon (Phytophthora parasitica) | 2.5-3 kg/ha
Pythium (Pythium sp)
Repollo (Brassica oleracea var. | Mildiu velloso (Peronospora parasitica) 2.5 kg/ha
sabellica)
Sandia (Citrullus lanatus) Mildiu velloso (Pseudoperonospora cubensis) 2.5 kg/ha

Fuente: (BIOQUIM, s.f))

1.6.7. Hymexazol (360 g L1).

Modo de accién: Fungicida sistétmico de accion preventiva-curativa, inhiben el
desarrollo de las hifas evitando la formacion del micelio y la germinacién de las
conidias disminuyen infeccion hasta desvanecerlas teniendo un alto control de
enfermedades en distintos cultivos (Tabla.8) (Silvestre, 2015). Realizar evaluaciones
continuas y si hay persisten sintomas realizar las respectivas aplicaciones
(SUMMITAGRO, 2002).

Tabla 8. Recomendaciones de usos. (SUMMITAGRO, 2012).

Clavel (Dianthus caryophyllus) Fusarium(Fusarium oxysporum) 2 cc/lL
Tomate (Solanum lycopersicum) Fusarium(Fusarium oxysporum) 0.3 L/ha
Arroz (Oryza sativa) Fusarium(Fusarium oxysporum) 1,5 L/ha

22



Melén (Cucumis melo)
Sandia (Cirullus lanatus) Fusarium(Fusarium oxysporum) 80 cc/100 L
Zapallo (Cucurbita maxima)
Pepino (Cucumis sativus)

1.6.8. Penconazol (100 g L1).

Modo de accion: De accidén preventiva y curativa, priva al hongo de su
crecimiento y desarrollo controla un sin niamero de enfermedades en cultivos de ciclo
corto y perennes (Tabla.9). El penconazol interfiere en la sintesis de las membranas
celulares del hongo. Aplicar cuando se observen los primeros sintomas y repetir la

aplicacion a los 7-14 dias. No aplicar mas de tres veces (Ecuaquimica, s,f).

Tabla 9. Recomendaciones de uso.

Zapallo (uurbita maxima) Oidium (Erysiphe cichoracearum)

Melon (Cucumis melo) 100-120 mL/ 200 L
Sandia (Citrullus lanatus)

Pepino (Cucumis sativu)

Manzano (Malus pumila) Oidium (Podosphaera leucotricha) 100-120 mL/ 200 L
Peral (Pyrus sp)

Pimiento (Capsicum annum) Oidio (Leveillula taurica) 150 mL/ 200 L
Vid (Vitis vinifera) Oidium (Uncinula necator) 100-120 mL/ 200 L
Frijol (Phaseolus vulgaris) Oidium (Erysiphe polygoni) 100-120 mL/ 200 L
Tomate (Solanum lycopersicum) Oidium (Oidium balsami) 100-120 mL/ 200 L
Papa ( Solanum tuberusum) Oidium (Oidium sp.) 100-120 mL/ 200 L

Fuente: (TERRALIA, 2017).

1.6.9. Pentacloronitrobenzeno (750 g L1).

Modo de accién: Es un fungicida preventivo recomendado para realizar el
control de ciertas enfermedades de suelo en hortalizas y ornamentales (Tabla.10), tiene
una accion multi-sitio realizando la accién de inhibir la division celular de los hongos
(Edifarm. s,f.). Realizar las aplicaciones de manera preventiva, realizar observaciones

cuando la enfermedad comienza a presentar los primeros sintomas (AMVAC. s,f).

Tabla 10. Recomendaciones de uso.

Papa (Solanum tubersum) Costra negra (Rhizoctonia solani),

Rofia comun (Streptomyces scabies). 24-33 kg/ha
Pimiento (Capsicum annum) Pudricién del cuello (Rhizoctonia solani)

Secadera de plantulas (Sclerotium rolfsii). 20 — 30 kg/ha
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Mani (Arachis Hypogea)

Frijol (Phaseolus vulgaris)

Col (Brassica oleracea)

Brocoli  (Brassica oleracea var.
Italica)
Coliflor
Botrytis)
Ajo (Allium sativum)
Ornamentales

(Brassica oleracea var.

Pudricidn del Cuello (Rhizoctonia solani)
Pudricidn de la raiz (Sclerotium rolfsii).
Pudricidn radical (Rhizoctonia solani).
Moho blanco (Sclerotinia sclerotiorum)

Pudricion blanca (Sclerotium cepivorum).
Pudricidn radical (Rhizoctonia solani),
Pudricién y Marchitez (Sclerotium sp).

Pudricion del Cogollo (Rhizoctonia solani).

2 — 4 kg/ha
1.5-3.0 kg/ha
10-18 kg/ha
30 — 40 kg/ha

30 —50 kg/ha

20-40 kg/ha

Fuente: (Ecuaquimica. s,f).

1.6.10. Sulfato de Cubre (270 gr L™).

Modo de accion: Tiene una actividad fungistatica y bacteriostatica los cuales

inhibe el dinamismo vital de hongos y bacterias su accion es preventiva y controla

varias enfermedades (Tabla.11), con un extenso campo de actividad y buena

permanencia. EI Cobre es retenido vigorosamente en la zona mas superficial del suelo y

por ende es practicamente inmovil, presenta una elevada afinidad por los colides del

suelo los cuales forman complejos sélidos con compuestos organicos. Se recomienda

realizar las aplicaciones cunado las condiciones climaticas beneficien el desarrollo de la

enfermedad, otra forma de realizar las aplicaciones es cuando se presenten los primeros

sintomas de las misma, realizando 4 aplicaciones foliares con un intervalo de 7 dias

entre cada una (MASTERCORP s,

Tabla 11. Recomendaciones de usos.

f).

Melén (Cucumis melo).
Sandia (Citrullus lanatus)
Pepino (Cucumis sativu)

Papa (Carica papaya)

Brocoli (Brassica oleracea var.
Italica)

Coliflor (Brassica oleracea var.
Botrytis)

Repollo (Brassica oleracea var.
Sabellica)

Ajo (Allium sativu)

Cebolla (Allium cepa)

Limén (Citrus limon)

Toronja (Citrus paradisi)
Mandarino (Citrus reticulata)

Cenicilla polvorienta
(Erysiphe cichoracearum)

Tizon tardio (Phytophthora infestans)
Antracnosis

(Colletotrichum gloeosporioides)
Vena negra / Mancha foliar
(Xanthomonas campestris pv.
Campestris)

Mancha purpura
(Alternaria porri)
Antracnosis
(Colletotrichum acutatum)

0.75-15L/ha

0.75-151/ha
200
ml/100L

300

1.0-151/ha

1.0-151/ha

250 — 300 ml/100
L

Fuente: (MASTERCOP, s.f).
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VI. DISENO METODOLOGICO.

7.1 Ubicacién

La investigacion se realizo en el afio del 2017 desde los meses de mayo hasta agosto del
mismo afio en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ingenieria Agrondémica
de la Universidad Técnica de Manabi, ubicada en la Parroquia Lodana del Canton Santa
Ana Provincia de Manabi: situada geograficamente a 01° 09°51” de latitud Sur y
80°23724 de longitud Oeste con una altitud de 60 msnm (INAMHI 2014).

1.7.Fase |. Laboratorio

1.7.1. Muestreo y obtencion del inoculo.

El in6culo se extrajo a partir de suelo infestado de esclerotes plantado con
pimento (Figura. 2), sobre el cual se pudo observar el crecimiento superficial de
micelios blanquecinos caracteristicos de S. rolfsii, de ese lugar se tom6 muestras de
suelo de hasta 20 cm de profundidad. Ademas de lo anterior, se colectd muestras de
tejido de plantas con sintomas de marchitez y aquellas que en la base del tallo
presentaban crecimiento de micelio de color blanco. Todas las muestras tanto de suelo
como de tejido vegetal fueron colectadas en el Campus Experimental la Teodomira de
la Facultad de Ingenieria Agrondmica perteneciente a la Universidad Técnica de

Manabi. El fragmento de suelo fue trasladado al Laboratorio de Fitopatologia.

Figura 2. . S. rolfsii, Crecimiento micelial (A), micelio y esclerotes en la base del tallo de pimiento (B).
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1.7.2. Extraccion de esclerotes del suelo.

Las muestras de suelo infestadas con esclerotes fueron colocadas dentro de un
recipiente, luego se agrego agua en cantidad suficiente con la finalidad de diluir el suelo
y poder separar parcialmente los esclerotes de las diferentes particulas del suelo. La

solucién (suelo, agua) mantenida en agitacion sin dejar que se sedimente fue pasada a
través de un tamiz (Tayler, 50 micras 0,050 mm) para separar los esclerotes (quedan en

el tamiz) de particulas méas finas, lo que se retuvo en el tamiz, fue colocado sobre la
mesa de trabajo, seguidamente en forma manual los esclerotes fueron extraidos y
colocados sobre papel toalla hasta llegar a colectar todos los esclerotes presente en las
muestras. Para su almacenamiento, una vez secos los esclerotes fueron colocados en

tubos y sellados hasta su posterior uso.

1.7.3. Preparacion del medio agar papa dextrosa (PDA).

Para el aislamiento de S. rolfsii se utilizé el medio PDA (Agar papa dextrosa),
para la elaboracién de cada litro se usd: 200 g de papa pelada, 15 g de Agar (DIFCO
MacConkey), 20 g de Dextrosa (DIFCO) y 1000 ml de agua destilada seguido de los

siguientes pasos:

El agua se divide en partes iguales en dos vasos de precipitacion de 900 ml cada
uno, en una las mitades, se coloca a hervir por 10 minutos los 200 gr de papa pelada en
cuadritos, usando un calentador agitador eléctrico (CORNING Hat Plata, PC-101). La
otra mitad de agua se calentd mientras se agitaba con la ayuda de un magneto y un
agitador-calentador con el objetivo de fundir los 15 g de agar, una vez fundido el agar,
se agregaron los 20 g de Dextrosa sin dejar de agitar hasta que esta se disolviera por

completo.

Usando una probeta con capacidad de 1000 ml se mezcl6 tanto la infusion de
papa, como el preparado agar-dextrosa, debido a la alta temperatura utilizada en los
pasos anteriores, se pudo observar la reduccién del volumen inicial (1000 ml), por lo
que se procede a completar el preparado con agua destilada hasta completar el volumen
deseado de 1000 ml, luego se ajusto el pH a 7, se distribuyd el medio preparado en
botellas de vidrio hasta la mitad de la capacidad de las mismas (ver anexo 2), las
botellas se colocaron dentro de fundas plasticas de polietileno (resistentes a las altas
temperaturas) y se envian al autoclave para ser esterilizadas por 45 minutos a una
temperatura de 120.6 °C.
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1.7.4. Aislamiento del patdgeno e incremento de inoculo.

El patdgeno fue aislado a partir de esclerotes extraidos del suelo, en donde se
procedio a colocar 10 ml de PDA en cada caja Petri (9 cm) y se dejo aproximadamente
cinco minutos hasta que se endureciera el medio (anexo 3). Dentro de las placas se
colocaron cuatro esclerotes, dos en cada extremo con la ayuda de una pinza. Una vez ya
sembrado las placas fueron debidamente selladas con parafilm y puestas sobre la mesa

de trabajo a temperaturas de 26 +30 °C.

A las 24 horas después de la siembra se empezd a notar placas con
microorganismos contaminantes y aquellas libres de contaminacién, presentaron hifas
blancas del patdgeno, una vez que el micelio cubrio todo el disco de PDA en el interior

de la placa se inici6 la formacion de los esclerotes.

En forma permanente, se realizaron repiques de las colonias y siembra de los
esclerotes con el proposito de contar con indculo en cantidades suficientes y edades

adecuadas para ser utilizados en las posteriores pruebas.

1.7.5. Test in vitro con fungicidas

Para el desarrollo del test se utilizo PDA (PDA Difco) usandose 39 g L™ segln
sugerencia del fabricante (anexo 5), el in6culo fue tomado a partir de colonias de 96
horas de edad desarrolladas a una temperatura de 26°C +30 °C. El procedimiento se
realizé en el interior de la cAmara de flujo laminar (LABCONCO Horizontal CLEAN
BENCH) (anexo 7), todos los materiales a ser utilizados antes de ingresar a la camara,
fueron desinfestados usando alcohol al 70%, y la cristaleria a ser usada, estaba

previamente esterilizada.

Se midid en la probeta 100 ml de PDA y se procedié a mezclar con fungicidas con
diferentes dosis (se utilizaron fungicidas en estado solidos y liquidos) (anexo 7). Se
pesaron con la ayuda de una balanza (Radwag AS 220) las siguientes dosis 0,50 g L*,
0,75g L% 1gLt 1,259 L% ypor otra parte se midi6 con un pipeta las dosis siguientes
0,25 ml/L, 0,50 ml L%, 0,75 ml L, 1 ml L la solucidn se agitd con una varilla hasta
que se disolviera en su totalidad la molécula de fungicida y depositando en cada caja

Petri 21 ml de medio de cultivo.

Una vez endurecida la mezcla se coloco sobre el mismo disco (5 mm) de PDA

con colonias de S. rolfsii y luego se sellaron las placas con parafilm (anexo 8). Una vez
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selladas fueron sacadas del medio estéril y puesta sobre la mesa de trabajos estado a
temperaturas de 26 +30 °C. En este ensayo, se tomara como tratamiento de efectividad

in vitro, aquellos tratamientos que no presentaron crecimiento miceliar del patgeno.

1.7.6. Evaluacion del crecimiento in vitro del micelio de S. rolfsii.

El crecimiento radial del micelio se evalu6 cada 24 horas hasta un periodo de 96
horas (anexo 9), o hasta que el hongo ocupase todo el espacio de la placa segun sea el
caso. Se considero6 que los datos obtenidos en el criamiento miceliar se sometieran en el

programa Statistical Analysis System (SAS version 20).

Se cosecharon las cuatro repeticiones de cada tratamiento (anexo 10),
contabilizando la cantidad de esclerotes producido por cada dosis. Asi como también se
realizaron pruebas de germinacion de los esclerotes cosechados, tomando 100 esclerotes
como muestra de cada tratamiento, llegando a colocar 20 esclerotes en el interior de
cada placa con PDA. En los resultados de la cantidad y germinacion de esclerotes se
utilizé estadistica descriptiva.

1.8.Fase Il. Bajo condiciones de cultivo protegido

1.8.1. Elaboracion del semillero

Como sustrato se utilizd turba (BIOSTIMULANT PRO-MIX), en bandejas
germinadoras de plastico con 128 alveolos (anexo 11). Para el establecimiento del

semillero, se utiliz6 la mitad de una bandeja para cada uno de los hibridos comerciales.

Para asegurar que las semillas de la segunda generacién tanto de Quetzal como
Marcato estén libres de patdgenos y/o contaminantes fueron sumergidas en hipoclorito
al 70% durante tres minutos, seguido de tres enjuagues en agua destilada estéril de un
minuto cada uno. Previo a la siembra de la semilla en las bandejas, con la finalidad de
romper la dormancia de las mismas, estas fueron sumergidas en una solucion de acido

giberélico (50 mg L) durante 24 horas.

En la siembra, se deposité una semilla por alveolo, las bandejas fueron ubicadas
en una casa protegida por una malla a prueba de insectos ubicada cerca de los predios
administrativos de la Facultad de Ingenieria Agrondmica de la Universidad Técnica de
Manabi. Las bandejas permanecieron en ese ambiente hasta la emision del primer par de

hojas verdaderas, considerandose la adecuada para el trasplante.
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1.8.2. Preparacion del Sustrato y Trasplante.

El sustrato utilizado se obtuvo a partir de una mezcla suelo, arena y compost en
proporciones 1:1:1. Una vez preparado el sustrato, este fue autoclavado por 45 minutos
a120.6 °C.

Para el trasplante de las plantas de pimiento se llen¢ el sustrato en fundas negras
de polietileno de vivero con capacidad de 2 kg, donde fueron sembradas 14 plantulas (7
inoculadas y 7 de testigo.) de cada hibrido comercial y de su segunda poblacion (anexo
13).

Para el control de mosca blanca (Bemisia tabaci) cortadores (Agrotis sp.) y
minadores de hojas (Lyriomyza sp), que estuvieron presentes durante el test, se hicieron
aplicaciones de Metomil en dosis de 2 g L las aplicaciones fueron hechas segin la

necesidad.

1.8.3. Test de resistencia de los hibridos comerciales inoculados con S. rolfsii.

Para realizar las inoculaciones en los hibridos comerciales, se realizaron dos

bloques los cuales estaban conformados de la siguiente manera:

En el blogue uno, se hicieron inoculaciones a base de esclerotes, a partir del
cuarto dia después del trasplante en donde se seleccionaron 14 plantulas (7 inoculadas y
7 testigo) por cada hibrido comercial. Dentro de este marco de inoculacion se us6 un
esclerote por cada planta ubicandolo en el cuello de la raiz de la misma. El segundo
bloque estuvo conformado por inoculaciones con disco de PDA de 5 mm con micelios

de S. rolfsii, llegando realizar el mismo procedimiento que en el bloque uno.

La evaluacion del test de resistencia en materiales de pimento en Quetzal y
Marcato inicié 24 horas después de la inoculacién, realizando una inspeccion diaria
hasta los 21 dias después de la inoculacion, donde se evalud el tiempo de aparicion de
los primeros sintomas de la enfermedad (anexo 14), hasta la muerte de la misma segln
sea el caso. Ademas de lo anterior se registro el namero de plantas muertas y de plantas

vivas.
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1.9. Tratamientos

Los tratamientos fueron conformados por 10 diferentes fungicidas con cuatro
dosis diferentes cada uno de ellos y mas el testigo usando 4 repeticiones por tratamiento
(Tabla 12).

Tabla.12: Tratamientos en Estudios.

0.25ml L 1 0.25mlL? 21
0.50 ml Lt 2 0.50 ml Lt 22
Hymexazol Sulfato de Cu
0.75ml L 3 0.75ml L 23
1mlL? 4 1mlL? 24
0.25ml L 5 050gL* 25
0.50 ml L! 6 . 0.75¢gL? 26
Penconazole Carboxin-Captan
0.75 ml L2 7 1gL?t 27
1mlL?! 8 1.25¢gL*? 28
0.25 ml/L 9 050gL* 29
. 0.50 ml L! 10 . 0.75¢gL? 30
Carbendazin Fosetil Al
0.75ml L! 11 l1gL? 31
1mlL? 12 1.25gL* 32
0.25ml L 13 050gL* 33
. 0.50 ml L 14 . 0.75¢gL? 34
Epoxiconazole Benomil
0.75ml L! 15 lgL? 35
1mlL? 16 1.25gL* 36
0.25ml L 17 050gL? 37
Difenoconazole 0.50 ml L* 18 Pentacloronitrobenzeno 0.75¢gL* 38
0.75ml L* 19 (PCNB) 1gL?t 39
1mlL? 20 1.25gL* 40
. Medio sin
Testigo fungicida 4

1.10. Disefio experimental.

Se utilizo un disefio de bloques completos al azar con 41 tratamientos y 4 repeticiones
teniendo un total de 164 Unidades Experimentales. Los datos fueron analizados con el
programa Statistical Analysis System (SAS version 20), la confrontacion de medias

maultiples se las realizd con la prueba de Tukey P< 0.01 (Pérez ,2014).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIONES

a. Testin vitro con fungicida.

Los resultados de la evaluacion in vitro, mostraron que los resultados obtenidos se
ubicaron en dos grupos, uno conformado por aquellos tratamientos en los que no se
observo el crecimiento del micelio del patdgeno, es decir que mostraron un 100% de
control in vitro y otro formado por tratamientos en los cuales se observd crecimiento
micelio del patdgeno, es decir que no hubo un control in vitro efectivo del mismo, los

mismos quedaron agrupados de la siguiente forma.

i. Grupo 1: tratamientos en los que se observo el crecimiento del micelio
del patégeno.

El desarrollo miceliar (Figura 4) se dio en los siguientes fungicidas con diferente
lapso de tiempo y dosis diferentes: Fosetyl Al 0.50 ,0.75, 1, 1.25 g L, Benomil.50
,0.75, 1, 1.25 g L}, Sulfato de Cu 0.25, 0.50, 0.75, 1 ml L, Hymexazol 0.25 ml L%,
Penconazole 0.25, 0.50 ml L™y Testigo.

ii. Grupo 2: tratamientos en los que no se observé el crecimiento del
micelio del patégeno.

Fungicidas que presentaron control total (Figura 5) en el crecimiento miceliar
Carboxin + Captan en sus cuatro dosis 0.50, 0.75, 1, 1.25 g L%, Pentacloronitrobenzeno
en sus dosis 0.50, 0.75, 1, 1.25 g L™, Difeconazole con dosis de 0.25, 0.50, 0.75, 1 ml L-
! Epoxiconazole en dosis de 0.25, 0.50, 0.75, 1 ml L, Carbendazin en dosis de0.25,
0.50, 0.75, 1 ml L, Hymexazol en dosis de 0.50, 0.75, 1 ml LYy Penconazole con
dosis de 0.75, 1 ml Lt .

Los resultados obtenidos en el presente trabajo utilizando Carbendazin y
Epoxiconazole en sus diferentes dosis, lograron el control in-vitro del patégeno en un
100%; estos resultados fueron similares a los obtenidos por Henriquez (1992) cuando
utilizé6 Carbendazin 0.40 ml Ly Epoxiconazole 0.30 ml Lquién obtuvo un control
total del patégeno, pero cuando este mismo autor utilizé Benomil 0.30 g L*consiguio
controlar al hongo en cuestion, lo que difiere a nuestros resultados, puesto que incluso
utilizando una dosis de 1.25 g L™* (cuatro veces mayor) se consiguié el control in-vitro
del patdgeno, esto probablemente ocurrié por diferencias genéticas entre las cepas,

debido a que proceden de lugares distintos y que evolucionan en funcion de las
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condiciones a las cuales estan sometidas, que, en el caso de la cepa usada en este trabajo
pueda que haya desarrollado algun tipo de insensibilidad al fungicida. Por otro lado,
Cisneros (2013) al momento de probar Benomil 0.40 g L, Fosetyl Al 0.30 g Ly
Sulfato de Cu 0.30 ml L™, no consigui6 el control in-vitro del patogeno, resultados muy
parecidos a los nuestros, incluso usando dosis mayores a las que este autor usé y que a

pesar de ello no consiguieron el control del patogeno.

b. Evaluacion in vitro del crecimiento del micelio de S. rolfsii.

Durante las primeras 24 horas de evaluacion (Tabla 13), Fosetyl Al en dosis de
0.50, 0.75, 1.25 g L* al igual que Benomil en cuatro dosis y Penconazole en dosis de
0.25 y 0.50 ml L* no mostraron crecimiento en las primeras evaluaciones, a partir de las
48 horas que se pudo registrar el desarrollo las hifas de los hongos mencionados
anteriormente, mientras que en Penconazole se pudo observar un pequefio crecimiento
de micelio a las 96 horas. Por otro lado, Hymexazol en dosis de 0.25 ml L™, Sulfato de
Cu en dosis de 0.25, 050, 0.75 y 1 ml L' y el tratamiento absoluto segin las
evaluaciones tuvieron un comportamiento similar, debido a que ambos tratamientos

mostraron crecimiento micelial durante todo el periodo de evaluaciones.

Este trabajo muestra que el crecimiento micelial de S. rolfsii evaluado en
diferentes periodos de tiempo (Tabla 13), utilizando Benomil en variadas dosis de 0.50,
0.75, 1y 1.25 g L retrasd el desarrollo in-vitro del hongo en sus primeras 24 horas,
datos que concuerdan con los de Quintin (2015) que al realizar estudios con el mismo
producto en dosis de 2.5 ppm, obtuvo el retraso del crecimiento micelial en sus primeras
horas de evaluacion. Por otra parte, De Marcano et. al (2005), trabajaron con Benomil
en dosis de 0.30, 0.50 g L logrando reducir el crecimiento del hongo en las primeras
24 horas, concordando con los resultados obtenidos en el presente trabajo entonces

deberiamos discutir el efecto que tiene sobre el retraso de del desarrollo del hongo.
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Tabla.13: Crecimiento radial del micelio de S. rolfsii.

Fosetil Al 0.50gL*? 0 0.9 15 1 3.40
0.75gL? 0 0.8 1.4 1.4 3.60

1gL? 0.35 1.4 1.6 1.6 4,95

1.25¢gL? 0 0.57 1.3 1.6 3.47

Benomil 050gL? 0 0.87 1.2 0.97 3.04
0.75¢gL* 0 0.55 1.2 1.4 3.15

1gL? 0 0.77 1.3 1.6 2.90

125¢gL? 0 0 0.3 1.2 1.50

Sulfato de Cu 0.25ml L1 0,3 0.82 1 1.1 3.22
0.50 ml L 0.25 11 1.3 14 4.05

0.75ml L1 0.3 1 1.8 0.87 3.97

1mlL? 0.15 1.1 1.7 0.92 3.87

Hymexazol 0.25 mlL? 0.2 0.85 1,3 1.2 3.55
Penconazole 0.25ml L1 0 0 0 0.25 0.25
0.50 ml L! 0 0 0 0.15 0.15

Testigo 0 0.40 1.2 1.6 1.6 4.80

c. Andlisis estadistico del crecimiento del micelio (cm) en base a la prueba de
Tukey.

En el andlisis de varianza con el programa SAS, los valores muestran que existen
diferencias altamente significativas entre los tratamientos (Anexo 1), por lo que se
puede indicar que hubo diferentes fungicidas que realizaron la inhibicion total sobre el

control del patégeno S. rolfsii.

Los subconjuntos realizados en la prueba de Tukey P < 0.01 muestran que los
fungicidas Carboxin + Captan, Carbendazin, Difenaconazole, Epoxiconazole,
Hymexazol, Penconazole, Pentacloronitrobenzeno, mostraron ser altamente
significativo en el control a S. rolfsii en el presente trabajo (Tabla 14), siendo
estadisticamente iguales entre si y difieren al resto de fungicidas, resultados similares a
los de Ronddn et al (1995), quien indica que no tuvo diferencia estadistica con
Pentacloronitrobenzeno, Carboxin+Captan en 1,10 ppm en el crecimiento micelial de S.
rolfsii con la prueba de Duncan de P < 0.05. Por otro lado Paucar (2015), utilizo
Difenaconazole en dosis bajas de 0.30 ml L' donde se inhibe el crecimiento del

patdgeno, coincidiendo sus resultados con los esta investigacion.
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C.V. (%): 145  Probabilidad: ** NS: no significativo (d) *Significativo (b,c).
**Altamente significativo (a). T: tratamiento  R: repeticion D: dosis

CM: crecimiento miceliar.

T1 4 050gL?! |0 a 21 4 0.75mlL? |0 a
Penconazole
T2 4 Carboxin + 0.75gL* |0 a 22 4 1mlL? 0 a
T3 4 Captan 1gL? 0 a 23 4 050mlL?t |0 a
T4 4 1.25gL* |0 a 24 4 | Hymexazol [0.75mlIL? |0 a
T5 4 050gL? |0 a 25 4 1mlL? 0 a
T6 4 0.75gL* |0 a 26 4 0.50ml Lt |0.2 ab
PCNB Penconazole
T7 4 1g Lt 0 |a 27 4 025mlL? [03 |b
T8 4 1.25¢ Lt 0 a 28 4 1.25gL* 1.2 C
T9 4 0.25mlLt |0 a 29 4 | Benomil 050gL?t |31 c
T10 4 . 050mlL?* |0 a 30 4 0.75 gr/L 3.2 C
Carbendazin
T11 4 0.75miL? |0 a 31 4 |Sulfatode Cu [0.25mlIL? |3.3 c
T12 4 1mlL? 0 a 32 4 . 0,75gL* 3.3 C
Fosetil Al
T13 4 0.25mlL? |0 a 33 4 050gL? |35 c
T14 4 . 0.50mIL? |0 a 34 4 | Hymexazol 0.25mlL* |3.6 c
Epoxiconazole
T15 4 0.75mlL? |0 a 35 4 | Fosetyl Al 1.25gL* |36 c
T16 4 1miL? 0 a 36 4 | Benomil 1gL? 3.7 c
T17 4 025mliLt [0 |a 37 4 1mlL? 39 |cd
T18 4 . 0.50mlIL? |0 a 38 4| Sulfatode Cu |0.50ml LY |4 cd
Difeconazole
T19 4 0.75mILt [0 |a 39 4 0.75mlL? |4 cd
T20 4 1miL? 0 a 40 4 | Fosetil Al 1gL? 4 cd
. Medio sin
41 4 Testigo fungicida 4.7 d

Tabla: 14. Analisis del crecimiento del micelio (cm) en base a la prueba de Tukey.
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d. Produccién de esclerotes en los diferentes tratamientos.

En este ensayo, el testigo alcanz6 la mayor produccion de esclerotes (2484),
sequido de las diferentes dosis de Sulfato de Cu con una produccion de 2225, 2109,
1515 y 1001 esclerotes en dosis de, 0.25, 0.50, 0.75 y 1 ml L respectivamente (Gréafico
1), con Fosetyl Al se obtuvo una cantidad de esclerotes de 1201, 943, 883, 803 usando
concentraciones de 0.50, 0.75, 1y 1.25 g L™* proporcionalmente; Benomil en cambio
presentd una baja produccion de esclerotes 261, 164 ,164, 145 utilizando dosis de 0.50,
0.75,1y 1.25 g L* respectivamente, Hymexazol fue el que mostré menor produccion

con solo 41 esclerotes en concentracion de 0,25 ml/L.

Por otra parte, se obtuvo como resultado que Hymexazol en dosis de 0.25 ml Lt y
Benomil en sus cuatro dosis fueron los que presentaron menor produccion de esclerotes,
sin embargo se utilizaron otros fungicidas los cuales inhibieron la presencia de los
mismos (Gréafico 1), estos datos concuerdan con los de Ortellado (2013) cuando usé
Hymexazol 0.30 ml/L y Benomil 0.40 g L donde estos fungicidas produjeron baja
cantidad de esclerotes de S. rolfsii. Asi mismo Chavez et al (1984), trabajo en el control
de la produccién de esclerotes con Carbendazin, Carboxin + Captan en dosis de 100-200
ppm, obteniendo un 100% de control, por lo que coincide con los resultados del

presente trabajo controlando la produccion de esclerotes en todas sus dosis.
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Dosis de fungicidas de 0,25 ml L-1 0,50 mIL-1 1mlL-1 1,25mlL-1y 0,50
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Graéfico 1. Numero de esclerotes producidos después de la aplicacion de los fungicidas.
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Benomil (B), Carboxin+Captan (CC), Carbendazin (C), Difeconazole (D), Epoxiconazole
(E), Fosetyl de Aluminio (FA), Hymexazol (H), Pentaclonitrobenzeno (PCNB), Penconazole (P),
Sulfato de Cobre (SCu), Testigo (T).

e. Germinacion de esclerotes diferentes tratamientos.

En la prueba de la viabilidad in-vitro de esclerotes, el testigo fue el que alcanzo la
mayor germinacion con el 40%, seguido Hymexazol en dosis de 0,25 ml L™t con el
39% de germinacion, con Sulfato de Cu se obtuvo 34,33,32 y 21% de germinacion en
sus diferentes dosis 0.25, 0.50, 0.75y 1 ml L respectivamente, Fosetyl Al present el
33, 28, 25 y 22% de germinacion en dosis de 0.50, 0.75, 1, 1.25 g L%, Benomil fue el
fungicida que indujo a la menor viabilidad de esclerotes con el 28, 10, 4, 4% usando
dosis de 0.50, 0.75, 1, 1.25 g L (Gréfico 2), (Figura 6).

Los fungicidas Carboxin + Captan, Carbendazin, Difeconazole, Penconazole y
PCNB en diferentes dosis presentaron un control total, aunque existieron fungicidas
que no lograron controlar el desarrollo del patégeno, por lo que existié produccion y
viabilidad de esclerotes (Gréfico 2), Fernandez et al (2012), indica que realiz6 pruebas
in vitro con PCNB en dosis de 0.40 g L™, obteniendo crecimiento micelial del
patdgeno, pero una baja producciéon de esclerotes, los mismos que no mostraron
viabilidad en la prueba in vitro, resultados que concuerdan con los de esta
investigacion debido a que PCNB en sus cuatro concentraciones obtuvo el 100% de

control, es decir no hubo crecimiento micelial y menos produccion de esclerotes.

Viabilidad de esclerotes
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0,50 gL-1
1mlL-1
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0,25 ml L-1
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= Sin fungicidas
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Dosis de fungicidas de 0,25 ml L-1 0,50 ml L-1 0,75mlL-1 1mlL-1
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Grafico 2. Evaluacion de la germinacion de los esclerotes por cada tratamiento con diferentes
fungicidas y dosis.
Benomil (B), Carboxin+Captan (CC), Carbendazin (C), Difeconazole (D), Epoxiconazole
(E), Fosetyl de Aluminio (FA), Hymexazol (H), Pentaclonitrobenzeno (PCN), Penconazole
(P), Sulfato de Cobre (SCu), Testigo (T).

f. Test de resistencia de los Hibridos Comerciales inoculados con S. rolfsii.

En el presente test, todos los hibridos utilizados mostraron ser susceptibles,
debido a que durante el ensayo se observé la presencia de una lesion café clara en la
base del tallo (Figura 3), seguido de clorosis y marchitez en las hojas inferiores, y con el

progreso de la enfermedad se produjo la muerte de la planta.

En las inoculaciones con esclerotes en el hibrido Marcato el 80% de las plantas
presentaron sintomas caracteristicos a los que produce S. rolfsii (Grafico 3) y el 60%
restante no manifestaron sintomas, por otra parte, en las plantas de Quetzal el porcentaje
de infeccion fue de 40% obteniendo el 100% de plantas sanas. En el caso de la
inoculaciéon en medio PDA con micelio del patdgeno, todos los tratamientos, tanto los
hibridos comerciales mostraron 100 % de mortalidad (Gréfico 4).

Las inoculaciones realizadas con esclerotes del patégeno S. rolfsii en los
materiales de Marcato-Quetzal muestran que el porcentaje de plantas enfermas fue
inferior al de plantas sanas (Grafico 4), haciendo énfasis con los resultados de Asanza
(1981), quien utiliz6 ocho plantas de pimiento Wonder para inoculaciones, en la cual
tuvo como resultado que el porcentaje de plantas enfermas fue mayor que el de plantas
sanas, por lo tanto sus datos difieren con los de este trabajo, esas diferencias se pueden
atribuir a que el inéculo perdié viabilidad, y por ende, existiendo una germinacién

desuniforme del mismo, no existié infestacion.

Por otro lado, se realizaron inoculaciones en discos de 5 mm de PDA con
micelios de S. rolfsii en plantas de pimiento con los hibridos Marcato-Quetzal,
presentaron el 100% de plantas infestadas (Gréafico 4), este resultado concuerda con los
de Garcia (2015) quien reportd que al realizar las inoculaciones con discos de micelio
en medio PDA de 5mm, el nimero de plantas enfermas fue superior al de las plantas

sanas usando el mismo patdégeno.
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Figura 3. A. Lesiones de S.rolfsii. B-C. Marchitez por S.rolfsii.
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Grafico 3. Porcentajes de plantas sanas y plantas enfermas con esclerotes.
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Inoculaciones con colonias de micelio de S.rolfsii
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Grafico 4. Porcentajes de plantas sanas y plantas enfermas con micelio.
PE: plantas enfermas.

PS: plantas sanas.
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Fungicidas con crecimiento miceliar A, B, C, D, E, F.
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Figura 6. Germinacion de esclerotes con fungicida A, B, C, D, E, F.
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IX. CONCLUSIONES

Los fungicidas Carboxin + Captan en dosis de 0.50, 0.75, 1 y 1.25 g L%,
Carbendazin en dosis de 0.25, 0.50, 0.75 y 1 ml L™}, Pentacloronitrobenzeno en
dosis de 0.50, 0.75, 1, 1.25 g L, Difenoconazole 0.25, 0.50, 0.75 y 1 ml L7,
Epoxiconazole 0.25, 0.50, 0.75 y 1 ml L, Hymexazol 0.50, 0.70 y 1 ml L,
Penconazole 0.75, 1 ml L inhibieron por completo el crecimiento micelial de
S. rolfsii en ambientes in vitro por lo tanto llegando hacer los mejores fungicidas

para el control de este hongo.

Los fungicidas Fosetil Al con dosis 0.50, 0.75, 1.25 g L, Benomil 0.50, 0.75, 1,
1.25 g L y Sulfato de Cu con dosis de 0.25, 0.50, 0.75, 1ml L, Hymexazol con
dosis de 0.25 ml L y Penconazole con dosis de 0.25, 0.50 ml L?, solo

redujeron el crecimiento del micelio, sin realizar un control del patégeno.

Los hibridos Marcato y Quetzal mostraron susceptibilidad a S. rolfsii.
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X. RECOMENDACIONES.

Probar dosis méas bajas a las usadas en el presente trabajo de Carboxin + Captan,
Carbendazin Pentacloronitrobenzeno, Difenoconazole y Epoxiconazole en el
control in vitro de S. rolfsii.

Probar los mejores tratamientos de Hymexazol y Penconazole bajo condiciones
de cultivo protegido.

Utilizar otros tipos de fungicidas diferentes a los usados en el presente trabajo en
diferentes dosis para el control in vitro, de S. rolfsii.

Sugerir a las casas comerciales importen semillas con resistencia y/o tolerancia a
S. rolfsii.

Realizar trabajos de la busqueda genes de resistencia a S. rolfsii, en el
germoplasma local, con la finalidad de encontrar genes que sean usados en
programas de mejoramiento.

Realizar trabajo con controladores bioldgicos como Trichoderma harzianum,
Bacillus subtilis, derivados de las plantas y otros que pueden aportar en el

manejo de esta de enfermedad.
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XIl.  ANEXOS

Pruebas de los efectos inter-sujetos
Anexo 1. Variable dependiente: Crecimiento Micelial
Origen Suma de gl Media F Sig.

cuadrados tipo cuadratica

1l
Modelo corregido 483,955? 40 12,099 96,587 ,000
Interseccion 239,629 1 239,629 | 1912,992 ,000
Tratamientos 483,955 40 12,099 96,587 ,000
Error 15,407 123 ,125
Total 738,991 164
Total corregida 499,362 163
a. R cuadrado =,969 (R cuadrado corregida = ,959)

Anexo 2. Preparacion del medio de cultivo (PDA).




Anexo 4.Cajas con contaminantes.
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Anexo 7. Actividad antifingica.

Anexo 8. Ubicacion de los tratamientos.
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Anexo 9. Evaluacion del crecimiento miceliar.
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Anexo 12. Presencia de los cotiledones en las plantas de pimientos.
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Croquis del ensayo en el Laboratorio.
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