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RESUMEN

El Moho negro(Pudricion negra) del tomate causado por el hongo
Alternariaalternataes la principal enfermedad del fruto para industria en el Norte
de Sinaloa. Los sintomas varian desde pequefias lesiones superficiales de color
café claro hasta lesiones necroticas hundidas en los frutos maduros y en
condiciones de alta humedad, el hongo produce una capa negra de conidios
sobre el tejido infectado. En la region antes mencionada, es muy comun la
aplicacién del fungicida Mancozeb para el control de esta enfermedad; sin
embargo, en muchas ocasiones las aplicaciones no resultan eficientes debido a

gue se realizan con presencia de sintomas iniciales.

Considerando la importancia del Moho negro; se llevé a cabo el presente
estudio con el objetivo de determinar la efectividaddel ingrediente activo
Azoxystrobin, para el control de germinacion  deconidias  de
Alternariaalternata.Para ello empleamos el método de sensibilidad in vitro descrita
por FRAC (FungicideResistanceActionCommittee), la cual consiste en comparar
la germinacion de conidias a diferentes concentraciones del fungicida, en este
caso fueron: 1 ppm, 10 ppm, 100 ppm, 1000 ppm y 10,000 ppm, con 4
repeticiones cada una, bajo las condiciones de:26 °C de temperaturay luz
continta;el conteo de la germinacion de conidias se realizo a las 8 horas después

de la siembra.

Los resultados demostraron que la germinacion de conidias a diferentes
concentraciones del, 10, 100, 1000 y 10,000 ppm,fueron: 68.070, 66.235, 60.563,
49.343 y 4.065% respectivamente, se corrigié la inhibicién al presentar conidias
no germinadas en el testigo mediante el método de Abbott, 1925, los cuales se
registraron de la siguiente manera:10.05, 12.16, 20.10, 40.21, 98.94 % de
inhibicién porel ingrediente activo Azoxystrobin.

Palabras clave: Alternariaalternata, Azoxystrobin, in vitro, Moho negro,

Inhibicién de conidias, Tomate.



INTRODUCCION

Para enfrentar un problema existen dos procesos basicos: la definicién del
problema y la solucion, en algunas ocasiones se torna muy dificil solucionar un
problema sin definirlo adecuadamente, dentro de un programa de mejoramiento y
proteccion vegetal, la evaluacion de las pérdidas o dafios econdmicos se
relaciona con el proceso de definicion (James, 1974); si no disponemos de
informacion sobre la magnitud de las pérdidas que eventualmente puede
ocasionar una enfermedad o un factor limitante de la produccion, no estamos en
condiciones de decidir adecuadamente los montos que se deben invertir para su

control.

La calidad del fruto debe definirse en funcion del uso al que va a ser
destinado el producto.En el caso del tomate fresco deben considerarse todas las
caracteristicas valoradas por los consumidores, incluyendo el sabor, el aromay la
textura (Jarén, 2005). Las cualidades organolépticas estan relacionadas con la
composicién quimica, Aguayo y Artés (2004); consideran que para tener un aroma
y un sabor éptimo, los tomates deben tener un contenido en soélidos solubles
(TSS) entre 4y 6 °brix y un pH entre 4 y 5. Baldwin etal. (1998); Consideran que
la relacion entre el TSS y la acidez es un buen indicador para el sabor y el aroma

de los tomates frescos.

El tomate (SolanumlycopersicumL.) es la hortaliza mas importante en
muchos paises del mundo; su cultivo esta difundido en todos los continentes y en
muchos casos representa una de las principales fuentes de vitaminas y minerales

para las personas (Nuez, 1995).

Los problemas fitosanitarios constituyen el principal limitante del cultivo del
tomate,en las zonas productoras; por su importancia econdmica destacan las
enfermedades fungosas; en particular, el tizébn tardio causado por
Phytophthorainfestans(Mont) De Bary.El Tizén temprano, ocasionado por
Alternariasolani(Ellis y Martin) y el Moho negro del tomate, causado por
Alternariaalternata (Fr.:Fr.), los cuales afectan ramas, peciolos, hojas, tallos y

frutos, causando una disminucién considerable de la produccion (Fraire, 1993);



tradicionalmente el control de estos patégenos ha sido por agroquimicos, los
cuales se aplican a la semilla, follaje y al suelo, con resultados favorables.

El “Moho negro” del tomate causado por Alternariaalternata, es la
enfermedad més importante de los tomates en la agroindustria en la zona central
de Chile; lo que provoca la disminucion en el rendimiento e impacta
negativamente la calidad de los frutos, siendo estos rechazados en las plantas

procesadoras del pais.

Este hongo Alternariaalternata infecta a los frutos maduros, los sintomas
varian desde las pequefias lesiones superficiales de color café claro hasta
lesiones necréticas hundidas. En condiciones de alta humedad, el hongo produce

una capa negra de conidios sobre el tejido infectado.

Esta enfermedad es endémica en el Norte de Sinaloa y su severidad varia
de acuerdo a las condiciones de humedad prevalentes durante la madurez de los
frutos y al retraso en las cosechas. Cuando ocurren periodos prolongados de
follaje mojado debido a rocios, lluvia o alta humedad relativa, los conidios del
hongo germinan en respuesta a nutrientes solubles presentes en la superficie de
los frutos (Pearson and Hall, 1975); invadiendo hasta un 50% de ellos. Todos los
genotipos de tomate para la industria que se usan actualmente son susceptibles
a la enfermedad (IPM Manual Group-UC, 1982), de ahi la importancia del uso de

los fungicidas para su control.

Los productores de tomate que abastecen la industria del Norte de Sinaloa
comunmente realizan 1 0 2 aplicaciones de Mancozeb para el control de Moho
negro en frutos de tomate, y en muchas ocasiones estas resultan ineficientes
debido a que se realizan cuando ya observan los sintomas iniciales de la
enfermedad. Ante esto se realizaron estudios sobre el control del moho negro en
California donde indican que una aplicacién de Clorotalonil efectuada 6 semanas
antes de la cosecha controla satisfactoriamente la enfermedad (Davis et al.,
1997).



Estudios realizados durante el desarrollo del proyecto Manejo integrado de
Enfermedades del tomate, permitieron establecer; que la incidencia de la
enfermedad del Moho negro; se incrementa desde la cosecha de los frutos hasta
que éstos son recibidos en las plantas procesadoras, pudiendo alcanzar pérdidas

que llegan a un 15%, segun el manejo fitosanitario durante el cultivo.

Cuando la incidencia de Alternariaalternata supera el 8%, los productores
reciben descuentos en la cosecha o esta es rechazada por la industria, lo que
representa pérdidas significativas. Esta enfermedad es endémica en el Norte de
Sinaloa y su severidad varia de acuerdo a las condiciones de humedad

prevalentes durante la madurez de los frutos y al retraso en la cosecha.

Siendo uno de los problemas fitosanitariosque enfrentan los productores
del cultivo de tomate, asi como el decremento que provoca en la produccion,
asociado a la poca informacion que se tiene sobre esta enfermedad, tomando en
cuenta lo anterior, se llevé a cabo la realizacion de esta importante investigacion
para poder comprobar la efectividad del fungicida de ingrediente activo
Azoxystrobin en cuanto a inhibicién de la germinacién de conidias del hongo de

A. alternataen formain vitro.



OBJETIVO

Evaluacion in vitro del fungicida Azoxystrobin en el hongo Alternaria

alternataque causa la enfermedad delMoho Negro en frutos de tomate.

HIPOTESIS

Se espera que al menos una de las concentraciones establecidas a evaluar

logre la mayor inhibicion en cuanto germinacién de conidias del hongo

Alternaria alternata bajo condiciones in vitro.



REVISION DE LITERATURA

Origen del Tomate

El cultivo del tomate (SolanumlycopersicumL.), es originaria del Perq,
Ecuador y México, e introducido a Europa en el siglo XVI; al principio, cultivado
como planta de ornato; A partir de 1900 se extendio el cultivo como alimento
humano y actualmente ocupa un lugar importante entre las hortalizas en el
mundo; Ademas, es una importante materia prima para la industria de

transformacion (Rick, 1976).
ImportanciaEconomica del Tomate

En la produccién nacional, el tomate es la hortaliza nimero uno en volumen
producido, peso absoluto y relativo en las exportaciones horticolas y su papel
como motor en la introduccién del progreso tecnolégico en la agricultura
mexicana. El cultivo del tomate se lleva a cabo en 26 estados de la Republica
entre los que sobresalen en orden de importancia Sinaloa, Baja California Norte,
San Luis Potosi, Jalisco, Nayarit y Sonora. Las exportaciones han crecido en
forma continua durante los 10 ultimos afios con excepcion de 1992, cuando por
inundaciones en Sinaloa la oferta exportable bajo y la reduccion del volumen
exportado en 1999 por cuestiones sobre oferta en Estados Unidos (Schwentesius
y Gémez, 2000; citado por Gil, 2000).

En México el tomate se encuentra dentro de las primeras cuatro hortalizas
mas importantes, debido a la superficie cultivada y a las divisas que genera por
concepto de las exportaciones principalmente a los Estados Unidos (SAGARPA,
2000).

Mientras que en el Estado de Sinaloa la superficie utilizada para el cultivo
de tomate es de 14,095.68 ha, con una produccién de 687,056.78 ton; obteniendo
asi un rendimiento de 49.59 ton/ha por lo que logro a gran escala en valor de
produccién de $ 3, 238,715.17 en miles de peso (SIAP, 2010).



Posicién Taxondémica

Los tomates silvestres se agrupaban hasta hace poco tiempo en el género
Lycopersicum. Actualmente, ya incluidas en el género Solanum, se siguen
descubriendo y clasificando nuevas especies de tomates, como por ejemplo

Solanumarcanum y S. huaylasense(Peralta et al., 2005).

Reino.................. Plantae
Division............... Magnoliophyta
Clase..................Magnoliopsida
Subclase............Asteridae
Orden............... Solanales
Familia.............. Solanaceae
Género.............. Solanum
Especie............. lycopersicum
Descripcidon Botanica
Raiz

El sistema radicular del tomate consta de wuna raiz principal
pivotante;pudiendo llegar a una profundidad de mas de 1.25 m, simultaneamente
se producen raices adventicias y ramificaciones secundarias que pueden llegar a
formar una masa densa y de cierto volumen; los suelos ligeros y arenosos

favorecen el desarrollo de raices profundas (FAO, 2010).
Tallo

El tallo tipico tiene de 2 a 4 cm de diametro en la base y esta cubierto por
pelos glandulares que salen de la epidermis (Nuez, 1995). Rodriguezet al., (1984)

citados por Tapia (1985) mencionan que el tallo es erguido durante los primeros



estadios de desarrollo pero pronto se tuerce a consecuencia del peso, siendo

necesario tutorarlo cuando se cultiva en invernadero.
Hoja

La hoja es compuesta y posee un numero impar de foliolos verdes, que
depende de la variedad y de la posicién de la hoja en la planta;Asimismo la forma,
dimensién, estructura, espesor y color son factores que también dependen de la
variedad; En general las hojas de variedades tardias son mas gruesas y mas
obscuras aunque también influyen las condiciones de cultivo.Cuando la planta es
muy vigorosa ocurre que la hoja se repliega alrededor del raquis, mientras que el
abullonado de las hojas jévenes puede ser debido a un estrés hidrico o a los

pinzamientos, sobre todo en el tipo determinado (FAO, 2010).

Flor

Flor de pedunculo corto, caliz gamosépalo con 5 6 10 Iébulos; El androceo
presenta 5 6 mas estambres unidos a la corola; El gineceo presenta de 2 a 30
carpelos que originan los loculos del fruto(Folquier, 1976).La floracion del tomate
se produce en forma de raices simples o ramificados (distintos tipos de climas) en
diferentes pisos o estratos, siendo lo normalque en cada inflorescencia pueda
haber entre 7 y 10 flores, aunque en ocasiones pueden llegar hasta 50 (Maroto,
1989).

Fruto

El fruto del tomate es una baya globosa o piriforme de color generalmente
amarilla, rosa o rojo, debido a la presencia de licopeno y caroteno en distintas y
variableproporcion;El tamafio del fruto depende principalmente del numero de
ovulos fecundados, pero hay muchos otros factores que juegan un papel
importante, como por ejemplo la nutricién, el riego, la temperatura y el nUmero de
l6culos. Con las variedades multiloculares se obtienen frutos grandes vy
acostillados cuando la planta tiene buen suministro de agua y nutrientes (FAO,
2010).



Semilla

Las semillas de tomate son pequefas, reniformes de germinacion
superficial de color café y de 3 a 5 mm de largo con 2 a 4 mm de ancho; La
superficie esta cubiertade vellosidades, de pequefias escamas y restos del
tegumento externo que las revestian esta conserva su poder de germinacion

durante 4 0 mas afios si se mantiene en condiciones adecuadas (FAO, 2010).
Aspectos Agrondémicos
Temperatura

El tomate es una planta termoperiddica, creciendo mejor con temperaturas
variables que constantes, variando con respecto a la edad de la planta (Went,
1984, citado por Nuez, 1995).

Rodriguez et al. (1984) mencionan que debido al origen tropical del tomate,
este necesita temperaturas sensiblemente elevadas para asegurarse un ciclo total
de vegetacion y llevar sus frutos a una maduracion completa; el ciclo estival debe
ser relativamente largo, resultando necesaria, por término medio una temperatura

diurna de 23 a 24 ° C y una temperatura nocturna de 14 ° C.
Humedad

La alta humedad relativa del aire tiene gran interés sobre todo durante la
dehiscencia polinica y la consiguiente polinizacion y fecundacion, siendo quiza la
méas adecuada entre un 55 y un 60%. Ademas de que como cifras medias, el
tomate, para cubrir su ciclo, requiere de unos valores de la integral térmica
comprendidos entre 3000 y 4000 °C(Maroto, 1989).

Rodriguez et al. (1984) mencionan que la humedad influye sobre el
crecimiento de los tejidos, fecundacion de las flores y desarrollo de las
enfermedades criptogamicas. Si la humedad relativa es menor a 50% no hay una
buena retencion de los granos de polen y las flores se desprenden de la planta; al
disminuir la humedad relativa a menos del 40% se provoca deficiencia de calcio,
ya que este elemento se absorbe mejor cuando existe transpiracibn normal que

cuando disminuye (Guenkov, 1974).



Luminosidad

En cuanto a las exigencias de luz para que se formen buenos frutos de
tomates, es necesario un minimo de luz de 4000 a 6000 pie/bujia o Luxes; en
caso de escasez de iluminacion el ciclo vegetativo puede alargarse
demasiado(Guenkov, 1974).

Suelo

El mejor tipo de suelo para este cultivo es el franco-arenoso o arenoso y de

preferencia con un alto contenido de materia organica (Folquier, 1976).
Agente Causal del Moho Negro ( Altarnariaalternata) en Tomate

Es la principal enfermedad del cultivo de tomate industrial; Este hongo
causa lesiones irregulares de color café en las hojas y termina secandolas,

especialmente en la parte basal (Bruna, 2003).

Afecta también a los frutos tanto en el campo como en almacenamiento,
formando lesiones localizadas en todo el fruto, especialmente en la parte superior,
donde se deposita el rocio y alli el hongo absorbe nutrientes secretados por el
fruto; También se le encuentra en la parte apical, especialmente cuando
previamente ha existido dafio por pudricion apical. La pudricion del fruto es seca,
de color café negruzca y puede penetrar profundo (Bruna, 2003).

Estas pudriciones en los frutos son causa de rechazo de los tomates en las
plantas agroindustriales; La penetraciéon del hongo se produce a través de
numerosas heridas (hendiduras de crecimiento, golpes de sol, necrosis apical,
picaduras de insectos, golpes diversos) y ademas, a través de la cuticula del fruto

en forma directa (Bruna, 2003).

El agua libre sobre los frutos y el suelo durante varias horas, son
condiciones muy propicias para el desarrollo de la enfermedad; por otra parte, los
riegos realizados después de un periodo de sequia, pueden ser el origen de
numerosas hendiduras de crecimiento a partir de las cuales el hongo podra
penetrar al fruto, riegos mal dirigidos conducen a la misma situacion (Bruna,
2003).



Se le encuentra frecuentemente en el suelo; en restos de tejidos enfermos,
en las cubiertas de las semillas, en la mayoria (Cuadro 1) de la maleza que son
frecuentes en los cultivos de tomate y en otros hospederos perennes como

manzanos y alamos(Bruna, 2003).

Cuadro 1. Maleza hospedera del hongo que causa el Moho negro

(Alternariaalternata) en tomate segun Bruna, 2003.

Nombre comun

Nombre cientifico

Ballica Loliummultiflorum
Bledo Amaranthusdeflexus
Chamico Datura stramonium
Chépica Cynodondactilon
Cicuta Coniummaculatum
Chufa Cyperussculentum
Correhuela Convolvulusarvensis
Diente de ledn Taraxacumofficinale
Galega Galega officinalis
Lechuguilla Lactucaserriola
Malva Malva rotundifolia
Quinquilla Chenopodium &lbum
Rabano Raphanusspp.
Sanguinaria Polygonumaviculare
Senecio Seneciovulgaris
Verdolaga Potulacaaleracea
Yuyo Brassicacampestris

Género Alternaria

El género Alternariacontiene especies cosmopolitas que se encuentran en
un amplio rango demateriales y productos; Como saprobias pueden deteriorar
alimentos y forrajes, produciendocompuestos biolégicamente activos tal como
micotoxinas; Como patégenas reducen el rendimiento delas cosechas o afectan a
los vegetales almacenados; Es necesaria una identificacion precisa de
lasespecies porgue cada nombre entrana un conjunto de
caracteristicas(preferencias para el crecimiento,patogenicidad, produccion de
metabolitos secundarios) que permiten predecir el comportamiento delhongo
(Andersen et al., 2001).
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Alternariaalternata

Es un hongo presente en todos los continentes, causa la muerte de las
plantas, dafa al fruto y disminuye el rendimiento; las lesiones en frutos disminuye
su valor comercial atacando al tomate, papa, berenjena, zanahoria, papaya entre
otros muchos hospederos, sobreviviendo de una estacion a otra, en el suelo y

restos de cultivos(Agrios, 2005).

Medios de Crecimiento para Alternariaalternata

Las caracteristicas del crecimiento constituyen uno de los criterios para la
clasificacion; en medio de cultivoCzapek- Levadura A. alternataproduce colonias
con un diametro de 56 a 63 mm en tan solo 1 semana a 27<C, son chatas y
ligeramente algodonosas con micelio aéreo de color gris verdoso y al reverso de
color negro parduzco; Mientras que las cepas de A. infectoriaforman escasos
conidios, tienen un micelioalgodonoso y el reverso de la colonia es obscuro en el

centro rodeado de un anillo anaranjado péalido(Andrews, 1992).

Los cultivos de A. alternataen medios de cultivo PDA; al principio son
blancos, pero se torna a un gris oscuro con bordes blancos a las 48 hrs.
posteriormente, la colonia se extiende cubriendo la caja de petri; la esporulacion
es abundante, de color casi negro donde los conidi6éforos son verde olivo y

septados (Jones et al., 1997).

Clasificacion Taxonémica

Alexopouloset al. (1996), ubica Alternariaalternata de la siguiente manera:

Phylum.......... Ascomycota
Clase........ Euascomycetes
Orden......... Pleosporales
Familia......... Pleosporaceae
Geénero........ Alternaria
Especie......... alternata
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DescripciénMorfologica

Hongo filamentoso con conidiéforos simples, tabicados, en cuyo extremo
se forman unos conidios muriformes, de color pardo, con septos transversales y
verticales de disposicion irregular (Figura 1), que por gemacioén de la célula apical
se genera un nuevo conidio, formandose largas cadenas de 10 o mas
conidios.(Jones et al., 1997).Las cadenas aparecen en los cultivos como manojos

densos y aislados (Roberts et al.,2000).

Figura 1. Conidios de A. alternata(Ellis, 1971) con 1 a 9 septos
transversales y varios longitudinales u oblicuos (Disponible en:

www.unsa.edu.ar/matbib/hongos/htextocubierta.pdf).

Sintomas de la Enfermedad

Los sintomas en hojas y fruto son caracteristicos de la enfermedad:
manchas alargadas café oscuro a negro, con anillos concéntricos; Las areas
afectadas se oscurecen ligeramente hasta llegar a negro; Este manchado
comienza alargandose ligeramente hasta la parte superior de la planta hasta que
la planta muere; en el fruto las lesiones son firmes, hundidas y a veces con anillos
conceéntricos con un denso gris oscuro a verde olivo, sobre estas lesiones se

produce abundantes fructificaciones (Jones et al., 1997).
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Ciclo de la Enfermedad

Los hongos de la pudricion negra son importantes saprofitos y causan
enfermedad en fruto, la infeccion ocurre cuando las esporas son diseminadas por
aire, sobre la planta o cuando la planta entra en contacto con el suelo infestado y
en el fruto cuando esté presente una herida penetra por la cuticula o pericarpio;
La germinacién e infeccidbn puede infectar plantas heridas; penetrando por
lesiones en la cuticula de la hoja o del fruto, en plantas poco vigorosas o
estresadas son mas susceptibles; también la falta de nutrientes, aumenta la
susceptibilidad (Jones et al., 1997).

Generalidades del Fungicida Azoxystrobin

Azoxystrobin es el primer ingrediente activo descubierto en la clase quimica
de los compuestos B-metoxiacrilatos (Fungicidas Qol Co6d.FRAC11-GrupoC)
(FRAC,2010), los cuales son moléculas sintéticas analogas a las estrobilurinas de
ocurrencia natural, que estan presentes en hongos de los géneros Oudemansiella

y Strobillurus.
Formula Quimica

Cx»H17N3Os 'y su  formula  estructural es:Methyl (E)-2-2-6-(2-
cyanophenoxy)pyrimidin-4-yloxy-phenyl-3-methoxyacrylate(IUPAC).

S8y OCHs

CH;0- CD
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Importancia Econdmica de Azoxystrobin

Este fungicida estuvo disponible comercialmente en 1998, siendo una
caracteristica fundamental su amplio espectro, cuya actividad biologica esta
dirigida contra géneros en los cuatro principales grupos de hongos fitopatégenos:
Ascomicetos (ej. Cenicillas, Botrytis), Basidiomicetos (ej. Royas), Deuteromicetos
(ej. Necrosis del arroz) y Oomycetos (ej. Mildius). Hoy, a nivel mundial, productos
fungicidas con el ingrediente activo Azoxystrobin han sido desarrollados y tienen
registros para el control de hongos de los géneros: Alternaria, Mycosphaerella,
Phakopsora, Cercospora, Puccinia, Phoma, Exserohilum, Colletotrichum,
Phytopthora, Botrytis, Rhizoctonia.Principalmente y en diferentes cultivos como
soya, cereales, vid, papa, tomates y banano entre otros, constituyéndose en una
alternativa de amplio uso y complementaria en esquemas de rotacion en donde
solo se contaba con un limitado namero de alternativas fungicidas ,por ejemplo
triazoles(Wong, 2002).

Modo de Accion

Su modo de accién bioquimico esta definido por la inhibicién del transporte
de electrones del complejo Il en la respiracion (fungicida de sitio especifico) y su
actividad biolégica esta principalmente orientada hacia la inhibicion de la
germinacion, penetracion y, con menor especificidad, en el crecimiento miceliar
del hongo; algunos autores han reportado su efecto como de alto desemperio, en

particular, en las etapas depreinfeccion de los patdogenos (Wong, 2002).

Todas las estrobilurinas tienen algun potencial de movimiento hacia el
interior de las plantas y son localmente sistémicas (translaminares) pero se han
observado comportamientos diferenciales entre ellas. Por ejemplo, Pyraclostrobin
es una estrobilurina localmente sistémica, siendo tomada por la planta pero no
desplazdndose a través de ella mas alla del punto de toma. En contraste,
Azoxystrobin es tomado por la planta y dispersado a una distancia definida mas
alla del punto de toma, por otra parte; se ha observado para otro fungicida Qol,
Kresoxim-methyl la capacidad de redistribucién superficial a través de efectos de
volatilizacion, (termino denominado mesostémia), pero una limitada capacidad de

distribucion en el interior del tejido lo que determina un efecto sobre patégenos
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gue concentran sus estructuras sobre los tejidos mas que hacia el interior de los
mismos y en comparaciéon con Azoxystrobin que si lo logra en este caso. Todos
estos comportamientos determinan un diferencial de desempefio en el tiempo y
asi mismo definen su actividad biologica en el control de diferentes patégenos

(Fuente Syngenta).

High Low
E B

Azoxystrobin B Radiocactivity concentration

P —— p: = S _'TZ__‘_:‘:::‘T‘

xylem movement only +
Picoxystrobin
== :__ﬂ"u'““—"__"' LD LSl g el g _h a
xylem movement and molecular redistribution by air

Kresoxim-maethyl

molecular redistribution by air only

Trifioxystrobin

D
L T T C——

e ‘ :
molecular redistribution D}" air only
Pyraclostrobin LBASSDI:F]

T S
little movement, no molecular redistribution by air

Figura 2. Redistribucion sobre la hoja en el tiempo (tres dias después de la
aplicacién) de diferentes estrobilurinas marcadas radioactivamente a partir de una
zona de aplicacion “D”Azoxystrobin: El movimiento es Unicamente por xilema,
Picoxystrobin:El movimiento es por xilema y su redistribucién molecular lo hace
con ayuda del aire, Kresoxim-methyl: Redistribucion molecular solo por aire,
Trifloxystrobin:Redistribucion molecular solo por aire, Pyraclostrobin(BAS500F):

Poco movimiento, sin redistribucion molecular por via area (Fuente Syngenta).

Resistencia

Aungue Azoxystrobin es una de las primeras sustancias del relativamente
nuevo grupo de fungicidas de la clase estrobilurinas, hay patdogenos que ya han
desarrollado resistencia, la cual se sabe se ha extendido desde el ailo 1999; Dado
su caracter de fungicida de sitio especifico que actla en procesos del
metabolismo primario, la seleccidén de cepas resistentes de diversos patdgenos se

ha hecho evidente en,Blumeria  (Erysiphe), Graminisf.sp. tritici,
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Mycosphaerellafijiensis,Plasmoparaviticola, Psudoperonosporacubensis,
Venturiainaequalis, Pythiumaphanidermatum, en los cuales se ha observado
pérdida total o parcial de la eficacia con el uso del fungicida cuando es aplicado
individualmente, sin embargo para P. infestans, Bremialactucae,
Peronosporaspp.y todos los géneros de royas (Puccinia, Uromyces, Phakopsora,

Hemileia) no se ha observado la aparicion de cepas resistentes (Gisi, 2008).

Recomendaciones Generales de FRAC para el Manejo  de Resistencia en

Fungicidas Qol (Incluyendo Azoxystrobin) son:

% Realizar aplicaciones de fungicidas Qol solo en esquemas de rotacion,
considerando efectos de resistencia cruzada entre ingredientes activos del
grupo.

+« Si se utilizan ingredientes activos del grupo Qol individualmente se deben
realizar aplicaciones Unicas o en bloque, si se dispone de mezclas
formuladas o de tanque con otros fungicidas (conocidas) se deben realizar
aplicaciones en un esquema similar. Debe asegurarse que los fungicidas

de mezcla aseguren los controles para los patdégenos a tratar.

s Asegurar la eficacia de las alternativas complementarias en las rotaciones.

% En general los fungicidas Qol son muy efectivos en la prevencién de la
germinacion de esporas, y por esto deberian ser utilizados en los primeros

estadios del desarrollo de la enfermedad (tratamiento preventivo).

Toxicidad Aguda

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasifica el Azoxystrobin como
sustancia "levemente peligrosa" (Clase lll), por lo que su LDsy (dosis oral
requerida para matar la mitad de una poblacion de ratas de laboratorio) es de mas
de 5.000 mg/kg para las ratas. Irrita la piel y puede causar sensibilizacion;

también esta clasificado como toxico en cuanto a su inhalacién (WHO, 1999).
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El Comité Asesor en Plaguicidas del Reino Unido (ACP, por su sigla en
inglés) sefialé que los usos para los cuales se estudié su aprobacién "no incluian
la aspersion que generaba particulas de un tamafio relevante para la inhalacion”,
por lo cual recomendd cuidar que el riesgo potencial de inhalacion se mantuviera
dentro de rangos aceptables, la ACP también destacé que la sustancia activa
contenia un coadyuvante clasificable como capaz de ser potencialmente
generador de sensibilidad en la piel, y la industria que lo fabrica estuvo de
acuerdo en reformular el producto parareducir la cantidad del coadyuvante
(EPA,1997).

Toxicidad Croénica

La EPA (Agencia de Proteccibn Ambiental, de Estados Unidos) concluye
que "esimprobable que el Azoxystrobin sea carcinogénico. En su Manual de
Plaguicidas destaca: "No genera efectos oncogénicos en ratones o ratas. No se
encontraron evidencias de neurotoxicidad, ni efectos en el sistema endocrino
oteratogenicidad (EPA, 1997).
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MATERIAL Y METODOS

Ubicacion del Experimento

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Fitopatologia de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, ubicado geograficamente sobre las
coordenadas 25° 22" Latitud Norte y 101° 00” Longit ud Oeste; Con una altura
sobre el nivel del mar de 1743 m. Ubicada en Buenavista a 7 Km al sur de la
Ciudad de Saltillo, Coahuila.

Material Utilizado

Se colectdé el material biolégico enfermo en una plaza comercial de
verduras, este material enfermo que presentaba una evidente pudricion y un
necrosamiento en la parte del pedunculo del tomate, tenia presencia de micelio
superficial de color gris a obscuro. La muestra se colecto en el mes de marzo del
2011 en Saltillo, Coahuila.

Desinfecciéon del Material Colectado

Se realiz6 un conjunto de procedimientos para eliminar o reducir la
contaminacion que pudiese traer la muestra vegetalpor microorganismos; ya
sean hongosentomopatégenos, fitopatdgenos y saprofitos, etc. que pudieran
interferir con el trabajo a realizar. Con lo que se comenzé primeramente fue con
la desinfeccion de la superficie de la camara de flujo laminar utilizando alcohol y
enseguida a desinfectar totalmente el tomate con hipoclorito de sodio al 3% por
tres minutos para luego enjuagar por tres veces con agua destilada también por

tres minutos.



Aislamiento del Hongo en Medio de Cultivo Papa Dext  rosa Agar (PDA)

Una vez desinfectado el tomate se prosiguioé a cortar pequefias porciones
vegetativas de la zona de avance de la enfermedad. Y posteriormente se
prosiguié a sembrar cada porciéndelexplante; en cajas de petri con medios de
cultivoPDA. La siembra se realiz6 en la camara de flujo laminar previamente
desinfectado, una vez terminado de sembrar se sellaron con cinta transparente

(Kleen pack), donde se incubaron con temperatura constante de 25° C por 7 dias.

Purificacion del Hongo en Medio Cultivo PDA

Se prepararon cajas de petri con medios de cultivo PDA, para obtener
cultivos puros del hongo a partir del cultivo o fuente de inoculo original que se
aislé primeramente. La siembra del hongo se realizd en la camara de flujo laminar
con ayuda de una asa bacteriolégica para hacer el raspado al medio de cultivo y
se disperso6 en todo el medio. Se utilizd la misma temperatura 25° para poder ser
colocadas en la incubadora y asi mantenerla por 7 dias mientras se espera el

crecimiento del hongo.

Incremento del Inoculé Alternariaalternata en Medio Nutritivo de V8

Una vez obtenido el hongo A. alternata purificadose prosiguié a realizar
un incremento de este mismo en cajas depetri pero ahora en el medio de cultivo
que contuvo los siguientes reactivos: Carbonato de calcio (CaCOgj) agar
bacteriologico, agua y finalmente jugo V8 para poder proporcionarle mas
nutrientes al hongo, ya que este medio contiene jugo de tomate, zanahoria, apio,
betabel, perejil, lechuga y espinaca. De tal manera se prepar6é el medio nutritivo
con todos los reactivos mencionados y se centrifugaron para poder mezclar

completamente el medio.

Una vez centrifugado el medio se colocdé en un matraz de 500 ml para
poder esterilizar el medio en una olla de presion a 120° C (15 libras de presion)

durante 15 min. Una vez que bajo la temperatura de la olla de presion sacamos el
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matraz con el medio y se continuo vaciando el medio en las cajas de petri
esterilizadas y se esperd hasta que estas se solidificaran para poder sembrar el
hongo en estas. Se utilizé la camara de flujo laminar para poder hacer la siembra
de manera esterilizada y el mechero para evitar contaminacion. Con un
sacabocados se extrajo parte del medio de cultivo que contiene al hongo puro y
con ayuda de una aguja de diseccién se colocd el explante cortado por el
sacabocados al medio de V8. Se termind por hacer lo mismo con las siguientes
cajas de petri, se sellaron con cinta (Kleen pack) toda la periferia dela caja para

evitar la entrada de saprofitos y se incubaron a 25°C por 7 dias.

Identificacion del Agente Causal

Se obtuvo un crecimiento radial del hongo en todo el medio de cultivo. Al
esporular el hongo present6 micelio de color negro en el centro y de color gris en
las orillas. Se colocé una gota de lactofenol de azul de algodon en el porta objetos
para enseguida colocar la muestra del micelio que se toma con una aguja de
diseccion y se colocé el cubre objetos. Ya teniendo la monta del hongo en el porta
objetos se pasa al observar en el microscopio compuesto enfocado con el objetivo
4x para poder ubicar la estructura del hongo, luego al objetivo de 10x para
observar las primeras partes del hongo y por ultimo se ajusté a un objetivo de 40x.
Para la identificacion del hongo se compararon caracteristicas segun taxonomia
de (Neergaad,1995).Y por ultimo corroborada por el M.c. Faustino Lara Victoriano
quien confirmo la identidad del hongo como  Alternariaalternatapor las
caracteristicas presentes en el hongo. Se hicieron montas de la muestra para
poder afirmar que las caracteristicas antes mencionadas correspondieran al

hongo A. alternata.

Cultivo Monosporico de  Alternariaalternata

Transcurridos los dias de germinacion del hongo que se increment6,
pasamos a realizar el cultivo monosporico a partir de una colonia del hongo A.
alternata.Se prepar6 una solucion de Tween 80 al 0.1%de la formulacion

comercial. Se hizo una dilucion al 10%. Se tomar 10 ml de Tween 80 y se le
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agrego 90 ml de agua destilada. En la preparacion del Tween al 0.1%, se toma 1
ml de la solucion al 10% agregandole 99 ml de agua destilada. Se prepard una
suspension de esporas a partir del medio nutritivo con el hongo en desarrollo.Con
1 ml de la solucion de Tween al 0.1% se le coloc6 una pequefia porcion del
hongo en suspensién y con un vortex se agité por espacio de 30 segundos para

gue se separaran todas las esporas.

Con una alicuota de la suspension que se le colocé la camara de
Neubauer por el centro de esta a manera para que se dispersara y
detenidamente observadas en el microscopio compuesto a objetivo 4x y
enseguida 40x se contarén el numero de esporas contenidas en la primera
dilucion.

Para realizar una segunda dilucion, se tomaron 100 pl con unamicro
pipetade la suspension anterior y se le agregd 900 ul de agua destilada, se agito
en el vortex por espacio nuevamente de 30 segundos para separar las esporas.
Se realizaron 9 diluciones las necesarias para tener una suspension a una

concentracién de 50 a 100 esporas por mililitro equivalente a 1x 108 conidias

Con una micro pipeta se tomaron 100pl de la concentracién 1x10° esporas
y se sembraron en una placa con medio nutritivo y se distribuyé con una varilla
de vidrio en toda la caja depetri, dentro de la camara de flujo laminar. Se
incubaron por 25° C por espacio de una semana. Este procedimiento se realizo
para 10 cajas depetri.

Se cortd con una hoja de bisturi estéril una colonia en formacion y se
transfirid a otra caja depetri con medio de cultivo PDA. La idea de este cultivo

monosporico fue que la colonia que se cortd provenga de una sola conidia.

Conteo de Esporas

Con un sacabocado se extrajo un parte del medio nutritivo con el hongo y
se colocdé en un matraz con 200 ml de agua destilada, con un gotero se

agregaron 4 gotas dedispérsateTween 80 y se agitd hasta que las esporasestén
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completamente homogenizadas. Se limpiaron individualmente la camara de
Neubauer y el cubreobjetos, ya limpios se colocé el cubreobjetos sobre el area de
conteo de la camara; con un pipeta Pasteur se tomé una alicuota y se colocé en
una ranura de la cdmara procurando llenar solamente el area el cubreobjetos y se
dej6é reposar la solucion por 1 minuto para que las esporas se asienten y
estabilicen su movimiento; posteriormente se colocé la cAmara de Neubauer en el
microscopio compuesto enfocado con el objetivo de 4x, una vez ubicada la
cuadricula central de la camara se cambio el objetivo 40x y se inicio el conteo de
esporas.

De los 25 cuadros de la parte central de la camara se contaron las esporas
que estuvieron dentro de los 4 cuadros de las esquinas y el cuadro central,
cuidando de no hacer dobles conteos basandose en las tres lineas blancas que
delimitan a cada cuadro, con esto se pudo definir cuales son los conidios que se
deben de contar, se contaron los conidios que estuvieron en la primera linea de
arriba y de la linea derecha, no se contaron los de la lineas de abajo y de la
izquierda.

Una vez contados los 5 cuadros, se procedié hacer la suma y se obtuvo la
media por cuadro, se multiplico por 25 que es el total de cuadros en la camara
Neubauer, esto nos dio una estimacion del total de esporas en toda la camara; El
resultado se multiplico por el factor de dilucion( la cantidad de agua en que se
suspendio el hongo formulado) que es igual a 200 ml de agua, en seguida se
multiplica por 10000 (el volumen de agua en la camara de Neubauer es una
diezmilésima parte de un mililitro) que es una constante, a lo que obtuvimos una

concentracién de esporas de 1x10%(Cafiedo et al., 2004).

Preparacién de la Solucion para el Método de Plato  Envenenado

Se preparoun matraz con capacidad de 1000 ml para colocar 27.3 g de PDA,
mas 700 ml de agua destilada por lo que se pasé a calentar hasta que el medio
nutritivo de PDA quedara completamente disuelto y homogéneo. Se repartio
100ml del medio en 7 matraces; cada uno de 250 ml de capacidad; se
esterilizaron en autoclave a 120 libras de presion por 15 minutos. Se espero

hasta que la temperatura de los medios nutritivos estuviera a 40°C para poder
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colocar la dosis del fungicida a cada matraz, de tal forma que quedaran de la

siguiente manera:

Cuadro 2. Tratamientosdel hongo Alternariaalternata en platos

envenenados con el fungicida Azoxystrobin.

Tratamientos Repeticiones
0 PDA + Agua + A. alternata 12314
0 PDA + Acetona + A. alternata 1234
1ppm PDA + Acetona+ Azoxystrobin + A.alternata 1234
10 ppm PDA+ Acetona+ Azoxystrobin + A. alternata 12314
100 ppm PDA+ Acetona+ Azoxystrobin + A. alternata 1234
1000 ppm PDA+ Acetona+ Azoxystrobin + A. alternata 1234
10000 ppm PDA + Acetona+ Azoxystrobin+ A. alternata 1234

Cada tratamiento contenfa una suspensién de 1 x 10°conidias, equivalente
a 100 y 150conidias, de las cuales fueron observadas y evaluadas 50 tomadas al
azar.

Evaluacién de Tratamientos

La evaluacion de tratamientos se realizd primeramente a las 4 hrs después
de la siembra para observar el efecto de inhibicidon que se habia presentadoen el
trascurso de ese tiempo, con ayuda de un microscopio compuesto a un objetivo
de 40x se eligieron a las 50 conidias que serian observadas y evaluadas; fueron
marcadas desde la superficie de la caja de petri para volver hacer la siguiente
observacion a las 8hrs a esas mismas conidias elegidas. En la exanimacion de
cada conidia se detecté poca emision de tubos germinativos en el testigo y en
concentraciones de 1, 10, 100,1000 y 10000 ppm no presentaron germinacion.
Para la siguiente y dltima evaluacion realizada a las 8hrs,las conidias en el
testigo presentaban mayor emision del tubo germinativo; pero a diferencia de las

conidias con las concentraciones antes mencionadas ya habia ocurrido un cambio
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en el tubo germinativo de algunas de ellas y la desaparicion total del tubo

germinativo en otras.

Andlisis Estadistico

Se recurrié primeramente a sacar el porciento de germinacion en conidias
de A. alternata en testigos de acetona y agua, posteriormente a las 4 hrs de haber
sembrado el fungicida en las cajas de petri y enseguida a las 8 hrs. Se
consideraron como conidios germinados cuando se observé el tubo germinativo
emitir de la conidia. Los datos obtenidos se sometieron a la prueba de Abbott
,1925 para correccion de los porcientos de inhibicion en las conidias. Se continu6
con el programa estadistico SAS mediante el Andlisis Probit; con el que se
determiné el EDsp(Dosis efectiva media). Y por ultimo con el Analisis de Varianza
con datos transformados mediante Arco-seno y por dltimo se realizd una
Comparacion de Medias de Germinacion mediante Pruebas de Rango
MultipleTukey.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento, Purificacion, Incrementacion e Identificacion de
Alternariaalternata
A partir del material bioldégico colectado se inicié con todo el proceso de
aislamiento, identificacion, purificacion y multiplicacion del mismo a lo que se

obtuvieron las siguientes cepas puras (Figura 3).

- 30/3/2011 3:34

Figura 3.Cepa pura de Alternariaalternataformando colonias de

crecimiento radial y de color gris.

De las cepas puras obtenidas se identifico al hongo con las siguientes
caracteristicas: Hongo filamentoso con conidiéforos simples, tabicados, en cuyo
extremo se forman unos conidios muriformes, de color pardo, con septos

transversales y verticales de disposicion irregular (Figura 4).

Figura 4.A Observacion de Alternariaalternata vista en un microscopio
compuesto con objetivo de 10 x.BMonta microscopica del hongo A.alternatavista
con el objetivo de 40 x, con caracteristicas taxonomicas de(Neergaad, 1995).

Evaluacion de Tratamientos



Una de las observaciones que llamé la atencién al realizar la evaluacion a
los tratamientos fue el efecto inhibitorio en cuanto a germinacion que demostro la
concentracion de 10 000 ppm a las 8 hrs, y como consecuencia del mismo efecto
qgue hizo el ingrediente activo Azoxystrobin enalgunas conidiasmostraron una
alteracion en el tubo germinativo presentando malformaciones globosas al

germinar la conidia.

A B

Figura 5. AConidia del mismo tratamiento observado a las 8 hrs.
Completamente inhibida por el mecanismo de acciébn de ingrediente activo
Axozystrobin. Bconidia del tratamiento a 10000 ppm con malformaciones en el

tubo germinativo a las 8 hrs.

Porciento de G erminacion

Con base a los datos obtenidos en el porcentaje de germinacion de
conidias de Alternariaalternata, se compar6 el cuadro “3” y"4”a las 4 y 8 Hrs,
donde se observo que el diluyente “Acetona” se comportd como un agente
retardante para la germinacién en relacion con el testigo con agua, registrando asi
un 69. 5% y 90.5 % respectivamente; posteriormente a las 8 Hrs, ya volatilizada
la Acetona, tendid a comportarse similarmente al testigo con agua, donde
presentd un 95% y 94.5% de germinacién para agua y acetona respectivamente.
Por tal razén, se trabajé con las observaciones de 8 Horas, aprovechando las

propiedades de la acetona como dillyete sin alterar la germinacion.
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A continuacién se registra la germinacién para ambos testigos (agua y

acetona) contabilizadas a las 4 y 8 horas después de la siembra (Cuadros: 3y 4).

Cuadro 3. Porciento de germinacion de conidias de A. alternata en el
testigo (Acetona ) alas 4 hrsy 8 hrs.

% de Germinacion

Repeticiones

4 hrs 8 hrs

1 56 92

2 62 88

3 78 98
4 82 100
Medias 69.5 94.5

Cuadro 4. Porciento de germinacion de conidias de A. alternata en el
testigo (Agua) alas 4 hrs y 8 hrs.

% de Germinacion

Repeticiones

4 hrs 8 hrs
1 92 98
2 92 92
3 88 92
4 90 98
Medias 90.5 95

Correccion de Datos Mediante Abbott, 1925

De acuerdo a los datos que se muestran anteriormente (Cuadros: 3y 4),
referente al porciento de germinacion; al registrar inhibicion natural en las conidias
del testigo, se analizarbnmediante la prueba deAbbott, 1925, para descartar que

la inhibicién en los tratamientos no solo se debiera a la accién del fungicida.
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Cuadro 5. Correccion del porcentaje de inhibicion de conidias de A.
alternatamediante Abbott, 1925; al presentar 5.5% de conidias germinadas en el

testigo de acetona.

Concentraciones Conidias % Germ. % E. D. % E. D.
(ppm) Observadas. Corregidos
Testigo 50 94.5 5.5 0

1 50 85 15 10.05
10 50 83 17 12.16
100 50 75.5 24.5 20.10

1000 50 56.5 43.5 40.21
10000 50 1 99 98.94

Determinacion del ED g

Respecto a la determinacion de la Dosis Efectiva Media (EDsg) se muestra
que con una concentracion de 502.83 139 ppm, inhibe el 50 % de las conidias de

Alternariaalternata; equivalente a 0.502 gramos de Ingrediente activo(Cuadro 6).

Cuadro 6. Determinacion del EDsy de Azoxystrobin a las 8Hrs, obtenidas

mediante un analisis Probit con el programaestadisticoSAS.

Probabilidad Concentracion
EDs 2.10 140
EDsq 502.83 139
EDgs 120320

Andlisisde Varianza

Entre los tratamientos usados para determinar la germinacion de conidias;
se encontré que son totalmente diferentes unos de otros en comparacion con el
testigo, dando como resultado alta significancia, y obteniendo un coeficiente de
variacion de 15.93% (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Analisisde varianza para lagerminacion de conidias de A.

alternata con datos transformados mediante Arco-seno.

FV GL SC CM F Value Pr>F
Tratamiento 5 14481.74722 1810.21840 24.00 .0001
Error 18 1131.31117 75.42074
Totales 23 15613.05838

Comparacion de Medias Mediante Pruebas de Rango Mul  tiple Tukey

Los 4 grupos estadisticos que la prueba de Tukey determino comparando
entre aquellos tratamientos que sobresalen de acuerdo a la transformacion de
Arco-seno, sefialan que en el agrupamiento A del testigo absoluto ocurrié un
78.790 % de germinacion; siendo este significativo por lo tanto diferente ante los
agrupamientos : AB del 2%, 3%y 4° tratamiento;equivalente a 1, 10 y 100 ppm del
Ingrediente activo Azoxystrobin; mostrando de un 68.070% a un 60.563% de
germinacion,por lo que se sefiala que no hay significancia entre estos
tratamientos. Siguiendo por el Agrupamiento B con un 49.343% de germinacion
del 5% tratamiento, con 1000 ppm del ingrediente activo Azoxystrobin, se hace
un comparativo con el Testigo y es notable la significancia que hubo entre estos
tratamientos, por lo tanto hubo diferencia entre el Testigo Absoluto y el 5%
tratamiento. En comparacion al Testigo con el Agrupamiento C que corresponde
al 6" tratamiento, donde hubo una Alta Significancia en cuanto a la concentracion
del Ingrediente activo Azoxystrobin de 10,000 ppm notdndose el 4.065% de
germinacion en las conidias, por lo que es diferente a los demas tratamientos y
hace referencia que el mejor tratamiento fue el del agrupamiento C, logrando el

eficiente control inhibitorio en las conidias del hongo (cuadro 8).
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Cuadro 8. Comparacion de medias de la germinacion con datos

previamente transformados mediante pruebas de rango multipleTukey.

Media Tratamiento Agrupamiento
78.790 Testigo A
68.070 2 AB
66.235 3 AB
60.563 4 AB
49.343 5 B

4.065 6 C
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DISCUSION

En este trabajo de investigacion fue evidente el efecto inhibitorio in vitro de
Azoxystrobin en la germinacion de conidios de A. alternata, como se muestra en
el (cuadro 3 y 4), con un EDspde 502.83139 ppm (Véase cuadro 6). Estos
resultados diferencian enormemente con estudios realizados por Gastélum y
Figueroa (2002), en una region tomatera de Sinaloa; donde con una
concentracion de 7 y 10 ppm inhibieron la germinacién de los conidios de A.
alternata en un 100%, mientras que en este estudio, la mayor inhibicion (98.94 %)
se presentd con una concentracion de 10 000 ppm(Véase cuadro 5). Siendo esta
concentracion la que se incluye en un grupo estadistico significativo (Cuadro 8). Al
comparar lo antes mencionadoconlas recomendaciones de la etiqueta, la cual
sugiere emplear para los cultivos de papa y tomate: 250-300 ppm, se observa que
nuestra EDsp es una cantidad mayor a lo recomendado, por lo que suponemos
que la presion de seleccion es un factor que provoca resistencia a este grupo de

fungicidas, al observar altos niveles de tolerancia hacia Azoxystrobin.

Respecto con a los resultados obtenidos anteriormente sugerimos estudios
de resistencia de A. alternata a Azoxistrobin y fungicidas de diferente grupo

toxicoldgico para tener un buen manejo quimico de este patégeno.



CONCLUSION

Bajo las condiciones experimentales en que se desarrolld la presente

investigacion podemos concluir lo siguiente:

Se detecto tolerancia en la cepa de Alternariaalternata en relacion al aumento
de la concentracion del ingrediente activo Azoxystrobin, superando nuestro EDsy en

lo recomendado en la etiqueta.
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APENDICE



A B
Figura A Y B: Conidias de A. alternata; del Testigo Absoluto con el tubo

germinativo emitido en su totalidad a las 8 hrs.

C D
Figura CY D: (C)Conidia de A. alternata con el tratamiento a 1 ppm del
ingrediente activo Azoxystrobin emitiendo su tubo germinativo a las 8 hrs. (D)
conidias del tratamiento a 10 ppm con el ingrediente activo Azoxystrobin con los

tubos emitidos pero con abultaciones en su formacién.

E

Figura E : Conidia deA. alternata del tratamiento a 100 ppm con el mismo

fungicida anteriormente descrito, observada a las 8 hrs después de haber sembrada
la suspension de conidias..
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