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RESUMEN

Botrytis cinerea es el fitopatdgeno responsable de una amplia gama de sintomas en cultivos
de gran importancia como el tomate. Su control tradicionalmente se basa en la aplicacién de
fungicidas quimicos; sin embargo, su uso excesivo conduce al desarrollo de cepas
resistentes, contaminacion ambiental y efectos perjudiciales para la salud humana. Para
reducir el uso intensivo de pesticidas actualmente se busca evaluar el efecto de nutrientes y
sustancias organicas en el aumento de la defensa de la planta contra los fitopatdgenos. Por
ello, el objetivo del estudio fue evaluar el efecto de dos fertilizantes foliares que contienen
cobre, zinc y &cido citrico en el control del moho gris Botrytis cinerea en tomate cv.
Huascaran. En la fase de laboratorio se evaluo el efecto de los fertilizantes foliares en la
inhibicion del crecimiento micelial a los 6DDI (dias después de inoculacién) con el método
del medio envenenado en medio de cultivo PDA; y en campo se aplicaron los fertilizantes
foliares por ocho semanas variando la frecuencia de aplicacién en semanal y cada dos
semanas. Los resultados mostraron que a nivel de laboratorio los fertilizantes foliares
presentaron una alta eficacia en el control de B.cinerea; y en campo la mayoria de las
aplicaciones tuvieron un control significativo de B. cinerea en el follaje pero no en flores ni
en frutos. Estos resultados son importantes para desarrollar estrategias dirigidas a mejorar el

control de la enfermedad y disminuir el uso masivo de fungicidas quimicos

Palabras claves: Botrytis cinerea, actividad antiflngica, cobre, zinc, &cido citrico



ABSTRACT

Botrytis cinerea is the phytopathogen responsible for a wide range of symptom in crops of
great importance such as tomato. Its control is traditionally based in the application of
chemical fungicides; however, their excessive use leads to development of resistant strains,
environmental pollution and harmful effects on human health. To reduce the intensive use
of pesticides, it is currently sought to evaluate the effects of nutrients and organic substances
in increasing the plant’s defense against phytopathogens. Thus, the aim of the study was to
evaluate the effects of two foliar fertilizers contain copper, zinc and citric acid in the control
of gray mold Botrytis cinerea in “Huascaran” tomato. In the laboratory phase evaluated the
effects of the foliar fertilizers on the inhibition of mycelial growth at 6DAI (days after
inoculation) with poisoned PDA medium; and in the field phase, the foliar fertilizers were
sprayed by eight weeks varying the frequency application in weekly and each two weeks.
The results showed that in laboratory condition the foliar fertilizers exhibited a high
efficiency in the control of B. cinerea, and in field the most of the foliar applications had a
significant control of B. cinenea on foliage but no on flowers and fruits. These results are
important to develop strategies leads to improve the disease control and decreasing the

massive use of chemical fungicide.

Keywords: Botrytis cinerea, foliar fertilizers, copper, zinc, citric acid



I. INTRODUCCION

El tomate es una de las hortalizas de mayor consumo fresco e industrial en el mundo (Pérez,
2014). En el PerG su cultivo se dificulta por su susceptibilidad a muchas enfermedades,
siendo la principal el moho gris (Botrytis cinerea) infectando hojas, tallo, flor y fruto
(Tejada, 2014).

Este hongo se encuentra disperso a lo largo de nuestro pais en cultivos como la fresa, vid,
arandano, etc. Generando una pérdida econdmica importante al agricultor; por los dafios no
solo a nivel de campo sino también en postcosecha (Llanos, 2017). Es dificil de controlar
porque es capaz de atacar cultivos en cualquier etapa de desarrollo, infecta cualquier 6rgano
vegetal y tiene etapas asexuales y sexuales para sobrevivir en condiciones favorables o
desfavorables (Espinosa, 2006).

Aunque hay varios tipos de estrategias de control que juegan un papel importante mitigando
el desarrollo de este patogeno, tradicionalmente la practica mas utilizada ha sido el uso de
fungicidas quimicos (Dean et al., 2012). Sin embargo, el uso excesivo de estos conduce al
desarrollo de cepas resistentes, contaminacién ambiental e incluso problemas de salud en los
seres humanos lo que lleva a una produccién de alto costo en la agricultura (Molina et al.,
2006).

En este contexto, se exigen enfoques innovadores como la optimizacion de la nutricién
vegetal para superar los problemas causados por el uso intensivo de plaguicidas; ademas,
mejorar la salud y el rendimiento de los cultivos. Se sabe que los nutrientes como el cobre y
zinc estan involucrados en la proteccion de plantas como la primera linea de defensa. Estos
elementos esenciales afectan directamente la salud de las plantas activando enzimas que
producen metabolitos de defensa (callos, lignina, fenoles) (Chmielowska et al., 2010; Cabot
et al., 2019). Complementando a esto también se obtuvieron resultados positivos con el uso
de antioxidantes (Elkorany & Mohamed, 2008).



Con ello como base, y con el fin de contribuir al manejo de la enfermedad en el pais. El
presente estudio busca evaluar el efecto de dos fertilizantes foliares que contienen cobre,
zinc y acido citrico en el control del moho gris en tomate. Esperando que los resultados
obtenidos contribuyan a desarrollar estrategias dirigidas a mejorar el control de la
enfermedad y disminuir el uso masivo de fungicidas quimicos en nuestro pais. Finalmente,
beneficiar a los agricultores al buscar alternativas de control efectivas contra el moho gris

en el tomate no perjudiciales para su salud.
Objetivo principal

1. Determinar el efecto de dos fertilizantes foliares que contienen cobre, zinc y acido

citrico en el control del moho gris Botrytis cinerea en tomate cv. Huascaran.
Objetivos especificos

1. Determinar el efecto antiflngico en el didmetro del crecimiento micelial (mm) de
Botrytis cinerea de los fertilizantes foliares, bajo condiciones de laboratorio.

2. Determinar el control del moho gris en tomate por la aplicacion directa de los
fertilizantes foliares, bajo las condiciones agroecoldgicas de La Molina.

3. Evaluar el efecto de los fertilizantes en el desarrollo de la planta de tomate, bajo las

condiciones agroecolégicas de La Molina.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 El tomate
2.1.1 Generalidades

Las formas botanicas del tomate de donde descienden los cultivares modernos son
originarios de la region andina. Desde ahi fueron llevados a los sitios de domesticacion
ubicados en América Central, especificamente México (Escalona et al., 2009; Rincén,
2003). Desde México fue llevado primero a Espafia por los conquistadores, luego se difundid
por toda Europa llegando finalmente al Oriente Medio, Africa y Asia por los espafioles y

portugueses (Escalona et al., 2009).

Es una de las hortalizas mas cultivadas en el mundo; su demanda va en aumento por su
consumo fresco e industrial, manteniendo un crecimiento continuo de 2,5 % en los ultimos
15 afos (Pérez, 2014). Segun una de las estadisticas de la FAO realizadas en el 2017, se
sembraron 5.88 millones de hectareas en el mundo con una produccion de 241.49 millones
de toneladas. En el Per( hasta el 2017, se sembr6 5579 hectareas con una produccion de
219.9 mil toneladas (Cohen, 2019; MINAGRI, 2017).

2.1.2 Taxonomia

Segun estudios filogenéticos, morfoldgicos y distribucion de las plantas, se ha aceptado al

tomate en el género Solanum tanto por taxénomos como por productores (Singh et al., 2016).



Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Tribu: Solaneae
Género: Solanum
Especie: Solanum lycopersicum L.
Nombre comdn: Tomate

FUENTE: ITIS, 2020

2.1.3 Descripcion botanica

Es una planta dicotiledénea de porte arbustivo que puede ser perenne o anual, con dos habitos
de crecimiento (L6pez, 2017). Los cultivares con crecimiento indeterminado presentan en la
punta del tallo un pice vegetal y en el apice de las ramas se mantiene la dominancia de una
yema vegetativa; resultando en plantas con crecimiento extenso, desordenado y sin limites.
Y por otro lado los cultivares con crecimiento determinado termina el apice del tallo en una
inflorescencia y el apice de las ramas emite eventualmente una inflorescencia terminal;
resultando en plantas con crecimiento ordenado y limitado (Escalona et al., 2009; Guillermo,
2007).

El sistema radicular del tomate es fibroso, robusto y pivotante con muchas raices secundarias
pudiendo alcanzar una profundidad de hasta 2 m. (Baudoin, 2017; Escalona et al., 2009). El
tallo principal es bastante sélido y ancho pudiendo alcanzar una altura de 0.40 a 2 m
(Guillermo, 2007). De este se desarrollan hojas, tallos secundarios y racimos florales; y en
la punta se encuentra el meristemo apical (Escalona et al., 2009; Lopez, 2017).

Las hojas son dentadas y frecuentemente rizadas de forma pinnada compuesta (Guillermo,
2007). Presenta de siete a nueve foliolos peciolados con bordes dentados, recubiertos por
pelos glandulares; son de color verde por el haz y ceniciento por el envés. Las hojas se
posicionan en el tallo de forma semierecta, horizontal o inclinada con disposicion alternada
(Baudoin, 2017; Lopez, 2017).



La flor es perfecta y regular con el igual nimero de sépalos, pétalos y estambres pudiendo
ser cinco mas. Los estambres envuelven al ovario formando un cono estaminal, para evitar
la polinizacién cruzada (Baudoin, 2017; Lopez, 2017). Las flores se agrupan en
inflorescencias de tipo racemosa compuesta, usualmente de dos a 12 flores; pero en algunos
cultivares con frutas pequefias pueden producir de 30 a mas flores (Guillermo, 2007; Rincén,
2003).

El fruto es una baya carnosa dividida en su interior en dos a 18 léculos, constituido por
pericarpio, tejido placentario y semillas; su forma varia de esférica, ovalada, piriforme y casi
cuadrada (Guillermo, 2007; Lopez, 2017). Posee carbohidratos, potasio, fésforo, magnesio,
vitaminas B1, B2, B5 y C; también, carotenoides siendo el principal licopeno (83%) (Palomo
et al.,2010). Esta gran cantidad de licopeno hace al fruto de tomate uno de los alimentos con
gran poder antioxidante; previniendo enfermedades cancerigenas y cardiacas. Ademas, su
rico contenido en cobre ayuda a la formacion de globulos rojos (Pérez, 2014).

2.1.4 Requerimientos edafoclimaticos

a. Temperatura

El tomate es una especie rustica que se produce en una amplia gama de condiciones de clima;
aunque, se desarrolla mejor en climas secos con temperaturas moderadas (Escalona et al.,
2009). En Peru, el cultivo se adapta a temperaturas entre los 10 y 26 °C. Temperaturas bajo
de 10 °C afectan el desarrollo de la planta y la formacion de flores, y en temperaturas
mayores de 30 °C hay aborto de flores por problemas en la maduracion de polen y se
deteriora el fruto con rapidez (SENASA, 2020; INIA, 2018).

b. Humedad relativa

La humedad relativa del Optimo desarrollo del tomate se ubica entre 60% y 80%,
favoreciendo asi el desarrollo normal de la polinizacién y una buena produccién. El exceso
o déficit de humedad relativa producen desérdenes fisiologicos y la proliferacion de
enfermedades. Humedad relativa muy alta dificulta la fecundacion, debido a que el polen se
humedece, reduciendo la viabilidad del polen y baja su fijacion al estigma (Escalona et al.,
2009; Lopez, 2017).



¢. Luminosidad

Ademas de favorecer el crecimiento vegetativo de las plantas; la luminosidad también
cumple un rol importante en el desarrollo reproductivo. El tomate requiere al menos 6 horas
diarias de luz directa del sol para la formacion de flores. Valores reducidos inciden
negativamente en la fecundacion; e intensidades de radiacion excesiva también es perjudicial

al provocar golpes de sol y coloracion irregular en frutos (INIA, 2018; Lépez, 2017).
d. Suelo

El tomate no es exigente en calidad de suelo, puede desarrollarse en suelos arenosos y suelos
pesados. Siendo su desarrollo 6ptimo en suelos con caracteristicas medias, buen drenaje y
profundidad minima de 40 cm para el desarrollo radicular (Escalona et al., 2009).

El tomate tolera suelos acidos y ligeramente alcalinos, con un éptimo que oscila entre 5 a
6,5 de pH. Es moderadamente tolerante a la salinidad soportando valores maximos de C.E.
10 ds/m (Rincon, 2003).

2.1.5 Principales plagas y enfermedades

Las plagas y enfermedades aparecen en todo el ciclo de vida del tomate, reduciendo
drasticamente la produccion. Para el adecuado control de estas plagas se debe tener en cuenta
las siguientes técnicas: 1) Manejo preventivo a través del empleo de variedades resistentes a
insectos y plagas, 2) Eliminar las principales fuentes de in6culo como son las partes
infectadas de planta y malezas, 3) Deteccidn temprana para determinar el nivel de plaga o
enfermedad; y con ello, emplear un control quimico o biol6gico adecuado y 4) Finalmente,

alternar el cultivo de tomate con otras especies de familia botanica (FAO, 2013).

De acuerdo a SENASA (2020), las principales plagas que atacan el cultivo de tomate en Per(

son:

-Polilla del tomate (Tuta absoluta): El insecto causa dafio al cultivo al pegar hojas, dafar

brotes y barrenar tallos tiernos.

-Mosca blanca (Bemisia tabaci): Los adultos y larvas succionan la savia de la planta, ademas,
la plaga excreta mielecilla que favorece la aparicion del hongo fumagina.

-Mosca minadora (Lyriomyza huidobrensis): Las larvas forman galerias en la parte interna
de hojas jovenes, reduciendo la capacidad fotosintética de la planta y perjudicando el

rendimiento.



-Pulgones (Myzuz persicae): El insecto deforma hojas jovenes arrugandolas y enrollandolas
hacia abajo; ademas, excretan mielecilla que favorece la aparicion del hongo fumagina.

-Gusano comedor de hojas (Spodoptera eridania): El insecto dafia las hojas y perfora

también los frutos.

De acuerdo a SENASA (2020), las principales enfermedades que atacan el cultivo de tomate

en Per( son:

-Oidio (Leveillula taurica, anamorfo: Oidiopsis taurica): ElI hongo se observa en el envés
hojas como un polvo blanco, a dafios severos se extiende por toda la planta reduciendo el

area fotosintética.

-Moho gris (Botrytis cinerea): EI hongo produce lesiones en hojas, flores y podredumbre en

frutos.

-Tizon temprano (Alternaria solani): Provoca lesiones color café con anillos concéntricos
en toda la hoja. Cuando la enfermedad se extiende por la planta causa dafios similares a los

demas 6rganos de la planta

-Tizon tardio (Phytophthora infestans): La enfermedad ataca la parte area de la planta; en
hojas se manifiesta como manchas irregulares humedas, en tallos y frutos inmaduros

aparecen manchas pardas.

2.2 EI moho gris (Botrytis cinerea)
2.2.1 Generalidades

Botrytis cinerea es el patdgeno responsable de una amplia gama de sintomas que varian
dependiendo de los 6rganos y tejidos de las plantas. Este patégeno causa una pudricion suave
en las frutas y hojas, lesiones marrones en frutas sin desarrollar, necrosis en los brotes, entre
otros (Williamson et al., 2007). En el pais, el moho gris fue reportado por primera vez en
1942 infectando al cultivo de yuca (Eyzaguirre, 1972). Debido a la considerable incidencia
del patdgeno y a las repercusiones economicas que tiene en cultivos de importancia tales
como vid, fresa, ornamentales, entre otros. Son muy numerosos los estudios sobre los
posibles métodos de control, enfocando la mayor parte de las estrategias en el empleo de

agentes quimicos (Benito et al., 2000).



2.2.2 Taxonomia

La mayoria de los taxénomos recomiendan que el nombre cientifico dado sea del estado
sexual o estado teleomorfo denominado Botryotinia fuckeliana. Sin embargo, el binomio
latino Botrytis cinerea es el término ampliamente reconocido; ya que, es la fase asexual o
anamorfo mas extendido en la naturaleza (Espinosa, 2006). Su posicion taxonémica es la

siguiente:

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Leotiomycetes
Orden: Helotiales
Familia: Sclerotiniaceae
Género: Botryotinia

FUENTE: Williamson et al., 2007.
2.2.3 Morfologia

a. Micelio

El micelio esta constituido por un conjunto de hifas o filamentos tabicados cilindricos, que
se multiplican vegetativamente mediante division citoplasmatica. Cumple una doble
funcién, primero como estructura de propagacion de la enfermedad, causada por la
dispersion del micelio en los restos vegetales infectados (tallos y hojas) y como estructura
de soporte. A partir del micelio generalmente envejecido se originan diversas estructuras,
como son los conididforos y los esclerotes; cuya finalidad es la propagacion y supervivencia

ante condiciones adversas (Espinosa, 2006).

b. Conididforos y conidias

Los conididforos de todas las especies de Botrytis, excepto B. spermophila y B. anthophila,
son altos, robustos, de color oscuro e irregular o dicotdbmicamente ramificados. Se originan
principalmente de la masa hifal; aunque también, pueden hacerlo a partir de los esclerotes
(Espinosa, 2006). Cerca del vértice de cada conidiéforo se produce una serie de ramas cortas,
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oscuras y septadas, cada una con una ampolla terminal en donde se desarrollan las conidias
(Jarvis, 1977).

Las conidias son hialinas o pigmentadas, de forma elipsoidal, y algunas veces con uno a tres
septas. Poseen un nimero variable y elevado de nucleos, oscilando entre los cinco y once
(Espinosa, 2006).

c. Esclerotes

Todas las especies de Botrytis forman esclerotes firmemente adheridos al sustrato y su
morfologia es de ayuda en la taxonomia. Se forman a partir de las hifas que se ramifican
repetidamente y dicotbmicamente, y se fusionan para formar la estructura. Al principio los
esclerotes son hialinos, pero luego se vuelve marron o negro debido a la deposicion de

pigmentos melanicos en la corteza exterior (Brierley, 1920).

d. Apotecio

Los apotecios de B. cinerea son raros en el campo, pero son méas comunes que en otras
especies de Botrytis. La mayoria de las cepas son heterotalicas y portan uno u otro alelo del
locus del tipo de apareamiento MAT1-1 0 MAT1-2 (Faretra et al., 1988).

El apotecio es copulado, acechado y generalmente tiene un poco de color marrén (Espinosa,
2006). Las ascas son unitunicadas y largas; en cada punta presenta un tapon de poro apical.
Las ascosporas, ocho por ascas, son uniseriadas, hialinas, lisas y de forma asimétrica (Jarvis,
1977).

2.2.4 Biologia

Botrytis cinerea como miembro del género Botrytis actia como patdgeno necrotréfico,
infectando los tejidos del huésped e induciendo su necrosis. Ademas, es capaz de sobrevivir
y formar estructuras de resistencia (esclerotes) en el tejido necrético generado por la
infeccion (Kan, 2006). De esta manera las fuentes de inoculo en el cultivo son maltiples, por
su capacidad de infectar y sobrevivir en partes verdes y muertas del propio cultivo y de las
malas hierbas adyacentes (Engelbrecht et al., 2004).



a. Ciclo bioldgico
El hongo puede existir en diferentes habitats como micelio, conidias, esclerotes, apotecios y

ascosporas, dispersandose por diferentes medios (Smith et al., 1980).
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Figura 1: Ciclo biolégico general y desarrollo del proceso infectivo de Botrytis spp.
FUENTE: Agrios, 2005
Los esclerotes se desarrollan dentro de los tejidos del huésped moribundo y representan un
importante mecanismo de supervivencia en B. cinerea. La corteza melanizada y los [-
glucanos protegen los esclerotes de la desecacion, la radiacién UV y el ataque microbiano
durante largos periodos de tiempo (Backhouse & Willets, 1987). Los esclerotes producen
conidiéforos y conidias multinucleadas que sirven como fuente principal de indculo en el

campo (Williamson et al., 2007).

Las conidias siguen un ciclo diurno bien definido de inicio, produccién y diseminacion que
esta regulado por las fluctuaciones de la temperatura y la humedad. Un rapido descenso de
la humedad y con el aumento de la temperatura a primera hora de la mafiana; hace que los
conidioforos se tuerzan y se sequen para expulsar las conidias a las corrientes de aire (Jarvis,
1962), ya sea individualmente o en grupos pequefios (Harrison & Lowe, 1987).
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Las conidias pueden moverse en las corrientes de aire de los cultivos vecinos; aunque, la
mayoria de las conidias probablemente se generan a partir de fuentes primarias dentro del
cultivo. El papel de los insectos vectores para B. cinerea ha sido reconocido sélo en los
ultimos 20 afos. En la uva hay varios insectos que pueden dispersar conidias viables, ya sea
en sus apéndices externos o incluso dentro del intestino, para depositar el in6culo en la
superficie de las frutas (Williamson et al., 2007). Una vez que las conidias llegan a la
superficie susceptible del huésped, comienza la formacion del tubo germinativo tras uno a

tres horas en presencia de agua (Fourie & Holz, 1994).

El apresorio provoca una penetracion directa a través de la epidermis del tejido, aunque no
siempre ocurre y depende del grosor de la epidermis, caracteristico de cada variedad. La
penetracion puede ocurrir también a través de tejidos completamente sanos y aberturas
naturales como estomas o heridas. Otra via es la entrada a través de 6rganos especializados
de la planta, como glandulas secretoras y organos florales (pistilo, estambres, unién entre
sépalos), que suelen ser el origen de las infecciones latentes. Estas infecciones son
especialmente importantes como fuente de indculo secundario, que puede dar lugar a
infecciones en el periodo precosecha a medida que la madurez de los frutos avanza y las
defensas de la planta disminuyen o en el periodo postcosecha, provocando cuantiosas

pérdidas dada la imposibilidad de ser detectadas (Calvo, 2013).
b. Sintomas en tomate

El moho gris en tomate se manifiesta en peciolos, tallos, hojas y frutos de la planta; y en
todo el periodo de cultivo. En las hojas ocasiona lesiones necroticas rodeadas de un halo
negruzco; en el tallo aparecen lesiones acuosas, cancrosas y necrdticas de color café,
pudiendo estrangular el tallo parcial o totalmente. En las flores aparecen necrosis y en los

frutos lesiones esféricas amarillas (INIA, 2018).

Figura 2: Mancha V en hoja (a), pudricion en tallo (b) y frutos (c) por el moho gris.

FUENTE: INIA, 2018.
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2.2.5 Estrategias de control

Debido a las gigantescas pérdidas econdmicas causadas por B. cinerea, se han llevado a cabo

considerables estrategias para controlar el dafio causado en el cultivo.

a. Control quimico

El método de control mas comun es la aplicacion de fungicidas quimicos (Leroux, 2007).

Sin embargo, existen dos problemas principales en la aplicacion de fungicidas.

Por un lado, B. cinerea tiende a cambiar constantemente durante generaciones, ya que tiene
conidias multinucleados. Las cepas resistentes a diferentes categorias de fungicidas son
frecuentemente descubiertas. Por ejemplo, se observd que B. cinerea desarrollaba
aislamientos resistentes cuando se usaron por primera vez fungicidas de benzimidazol
(Bollen & Scholten, 1971). Las cepas resistentes a las dicarboximidas también se informaron

poco después (Katan, 1982).

Por otro lado, la aplicacion de fungicidas sintéticos es costosa; ya que, el control de B.
cinerea generalmente requiere tasas de dosis mas altas que otros patdgenos flngicos.
Ademas, los fungicidas quimicos son perjudiciales para el medio ambiente y los seres

humanos, especialmente por sus residuos toxicos (Molina et al., 2006)
Control cultural

Son las précticas de cultivo que van encaminadas a reducir los niveles de indculo y crear
condiciones ambientales que sean lo menos favorables a la infeccion. Hoy en dia, las
practicas seguidas son la desinfeccién de semillas, la eliminacion de restos de cultivos
infectados, la rotacion de cultivo, control de los niveles de fertilizacion, el control del riego

en invernaderos, entre otros (Espinosa, 2006).
b. Control biolégico

Este consiste en el uso de microorganismos que suelen colonizar las heridas de los tejidos
vegetales utilizando todos los nutrientes disponibles, lo que dificulta la germinacion de las
esporas de otros organismos patégenos. Entre estos agentes de biocontrol destacan bacterias,

nematodos y levaduras, asi como diversos hongos o plantas (Espinosa, 2006).
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A pesar de los numerosos resultados positivos, la aplicacion de agentes biolégicos no es
todavia una estrategia para controlar el moho gris. S6lo en combinacion con otros métodos

se ha conseguido un control de la infeccion en un amplio rango de cultivos (Espinosa, 2006)
2.2.6 Variabilidad genética

Dentro del género Botrytis, la especie B. cinerea se caracteriza por su gran variabilidad
genética. Los primeros datos sobre taxonomia y variabilidad, proponen para esta especie dos
tipos de variabilidad. Dependiendo de si el mecanismo a traves del cual se genera es asexual
o0 sexual (Lorbeer,1980).

a. Variabilidad asexual

La variabilidad asexual se debe a las hifas del hongo y que dan lugar a células multinucleadas
y generalmente heterocaridticas. Los nucleos de una cepa podrian migrar al interior de las
células de otra por anastomosis de hifas vecinas, produciendo un micelio heterocariético
(Hansen & Smith,1932).

b. Reproduccién sexual

En la naturaleza, es muy poco frecuente encontrar apotecios de B. cinerea. Tras los
numerosos cruzamientos realizados, se determind que las cepas eran heterotalicas y esta
compatibilidad esta controlada por un gen con dos alelos MAT1-1 y MAT1-2 (Faretra et
al.,1988).

2.3 Efecto de cobre, zinc y acido citrico en la proteccién vegetal

En el intento de reducir los impactos negativos de los pesticidas quimicos en el medio
ambiente y la salud del consumidor. La optimizacién de la nutricién vegetal se desarrollé
como un enfoque sostenible para mejorar la salud y rendimiento de los cultivos (Cabot et
al., 2019). En este campo se han desarrollado investigaciones que buscan evaluar el efecto
de nutrientes y sustancias organicas que aumentan la defensa de la planta contra los
fitopatdgenos, para asi minimizar la cantidad de pesticidas necesarios durante el control de

la enfermedad.
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2.3.1 Cobre en la proteccion vegetal

El cobre es un oligoelemento esencial para la vida. Participa en muchos procesos fisioldgicos
como la produccion de energia, sintesis de fosfolipidos, hemoglobina, transporte y
produccion de cido ribonucleico, cofactor de varias enzimas involucradas en la respiracion,
proteinas de transporte de electrones, entre otros (Lamichhane et al., 2018; La torre et al.,
2018).

En la planta, es un micronutriente esencial; encontrandose en los tejidos de muchas especies
concentraciones de 1 a 50 pug g de peso seco. La mayor parte se encuentra en los
cloroplastos representando el 70 % del Cu total de la planta. Cumple un papel importante
para la sintesis de clorofila'y pigmentos vegetales; también, para el metabolismo de proteinas
y carbohidratos (La torre et al., 2018; Rai et al., 2018).

Los compuestos antimicrobianos a base de cobre (CBAC) son productos alternativos para
reducir el uso de fungicidas prohibidos por sus efectos negativos en la salud humana y la
biodiversidad. En el manejo integrado de plagas se combina con cultivares resistentes,

métodos de control culturales, fisicos e incluso biolégicos (Lamichhane et al., 2018).

El cobre se utiliz6 en varias formulaciones para el control de patégenos desde la antigiiedad.
(Rai et al., 2018). Es un componente comUn en muchos fungicidas y bactericidas en todo el
mundo por tener efectos biocidas directos sobre los microorganismos (Chmielowska et al.,
2010; La torre et al.,, 2018). Su efecto se demostré en ensayos in vitro, donde las
nanoparticulas cobre (CuNPs) causaron dafios en las hifas y conidias flngicas contra dos
hongos patégenos de plantas Alternaria alternata y Botrytis cinerea (Ouda, 2014).

Entre las ventajas importantes del uso del cobre en la agricultura para el control de
enfermedades. Esta su alta toxicidad para los patdgenos de planta, bajo costo, baja toxicidad
para los mamiferos y su estabilidad quimica para evitar un lavado facil de la superficie de
las hojas y resistir periodos prolongados de lluvia (Chmielowska et al.,2010, Lamichhane et
al., 2018).

Desempefia un papel esencial en la resistencia de enfermedades por regular muchas
funciones fisioldgicas. Participa en la fotosintesis, respiracion, metabolismo de la pared
celular y percepcion hormonal. Ademas, el estrés causado por el cobre induce la produccion
de peroxidasas que proveen resistencia a los patdgenos al crear un ambiente altamente toxico

por la acumulacién de una cantidad masiva de superoxidos (Chmielowska et al., 2010; Rai
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et al., 2018). El cobre en planta, estan involucrados en la acumulacion de lignina y la
suberina, que fortalece la pared celular y forma una barrera mecénica contra los agentes

patogenos (Chmielowska et al., 2010).

Las aplicaciones regulares de fertilizantes, fungicidas y bactericidas que contienen cobre al
suelo y las hojas, causan fitotoxicidad afectando eventualmente en la planta diferentes
procesos fisiologicos. El estrés por cobre inhibe la fijacion de nitrégeno, provoca una
alteracion en la membrana y compite en la absorcidn con otros cationes esenciales. Estas
alteraciones conducen en sintomas visibles como son el retraso en el crecimiento, necrosis,
epinastia de las hojas, clorosis (Chmielowska et al., 2010; Sonmez et al., 2006). En tomate,
la fitotoxicidad de cobre provoca clorosis en las hojas, una disminucion del namero final de
frutos, peso de raiz seco y altura de la planta en las 4ta, 5ta y 6ta semanas (Marins & Mourato,
2016).

2.3.2 Zinc en la proteccion vegetal

El zinc es un micronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo. Juega un rol
importante en la sintesis de proteina, almidon, tiene funciones estructurales y es un cofactor
en cientos de enzimas. Ademas, desempefia una funcion fundamental en la respuesta de las
plantas a las plagas y enfermedades. (Cabot et al., 2019; Singh et al., 2018). La deficiencia
de Zn en las plantas provoca una gran reduccion del rendimiento de los cultivos por la
inhibicién del crecimiento, la diferenciacion y el desarrollo de las plantas (Malandrakis,
2019).

Las formulaciones antimicrobianas de Zn han surgido como componentes de fungicidas para
frenar la colonizacion de fitopatdgenos. Por su bajo costo, menor efecto tdxico en el

ambiente e inhibidor de amplio espectro de enfermedades (Kalia et al., 2020).

Su potencial antimicético se comprobd contra diferentes grupos de fitopatogenos, como los
ascomicetos (Kalia et al., 2020). Estudios in vitro de las nanoparticulas de 6xido de zinc
(ZnO NP) inhibieron el crecimiento de B. cinerea y P. expansum, al afectar funciones
celulares, causar deformacion de hifas fungicas e impedir el desarrollo de conidioforos y

conidias; llevandolo finalmente a la muerte (He et al., 2011).

Provee una defensa directa a la planta durante la colonizacidon de hongos necrotréficos y

posterior destruccion de los compartimientos celulares. Liberando una alta acumulacién de
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Zn en el espacio extracelular; siendo mas tdxico para al patdgeno que la planta (Cabot et al.,
2019; Singh et al., 2018).

Ademas del efecto toxico, las altas concentraciones de zinc en la hoja y el dafio por
patdgenos desencadenan vias de sefializacion comunes. Como es el acido salicilico y los
jasmonatos (JA) que desempefian papeles fundamentales en la defensa sistémica de las
plantas. Se ha demostrado que la mejora de la tolerancia de la planta al Zn inducida por el

JA, aumentd la tolerancia a hongos necrotroficos como Botrytis cinerea (Cabot et al., 2019).

A pesar de ser un elemento esencial, su toxicidad en concentraciones altas causa retraso de
crecimiento y reduccion de rendimiento. Esta reduccion es mas marcada en el sistema
radicular, causando una restriccion en la division celular inhibiendo asi el alargamiento de
la raiz. El exceso de zinc también disminuye la translocacion de hierro (Fe), manifestandose
en una disminucion de los niveles de clorofila (clorosis) (Chmielowska et al., 2010; Rout &
Das, 2003).

2.3.3 Acido citrico en la proteccion vegetal

Una variedad de antioxidantes comerciales y naturales tienen el potencial para controlar
enfermedades; también, mejorar el rendimiento y calidad de los cultivos. Uno de ellos es el
acido citrico reportando efectos bactericidas, fungicas y nematicida (Elkorany & Mohamed,
2008; Morgunov et al., 2017)

Los antioxidantes captan radicales libres, compuestos que deterioran la membrana celular,
generados por tejidos infectados por el patdgeno o durante la senescencia, para formar
compuestos inofensivos que controlan el deterioro del tejido y retrasar el desarrollo de la
enfermedad (Elad, 1992; Elkorany & Mohamed, 2008). Ademas, son capaces de disminuir
el ablandamiento de la fruta mediante la expresion antisenescente al gen pectato liasa
(Elkorany & Mohamed, 2008).

En la planta, la aplicacién de acido citrico altera la distribucion de los carbohidratos hacia
vias que presentan una mayor resistencia a condiciones desfavorables, como el tamafio de
bulbos en nardos (Polianthes tuberosa) y en plantas de albahaca (Ocimum basilicum L.)
mayor biomasa de aceite esencial (Talebi et al., 2014). Por otro lado, altas concentraciones
pueden causar efecto alelopatico, como se demostrd en las plantulas de meldn tratadas con
altas concentraciones de acido citrico inhibieron el crecimiento de la radicula e hipocétilo
(Zhang et al., 2012).
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2.4 Fertilizantes foliares

La fertilizacion foliar es una técnica de nutricion de plantas que consiste en la aspersion del
fertilizante liquido al follaje del cultivo. Su proposito no es reemplazar la fertilizacion
edéfica, debido a que el abastecimiento de los principales nutrientes (nitrogeno, fosforo y
potasio) es mas econdmico y efectivo a través de la aplicacién al suelo. Sino, es un método
altamente eficiente para aplicar nutrientes necesarios o criticos en una etapa especifica de la
planta, principalmente nutrientes secundarios (calcio, magnesio y azufre) y micronutrientes
(zinc, manganeso, hierro, cobre, boro y molibdeno). También es un medio para compensar
las deficiencias de nutrientes del suelo o causadas por el medio ambiente (Basavaraj &
Chetan, 2018).

2.4.1 Mecanismos de absorcién

Hay evidencias que demuestran que la absorcion de materiales inorganicos y organicos
pueden ocurrir a través de las superficies de las hojas, el proceso es diferente al de las raices,
el nutriente debe pasar a través de la cuticula, pared celular y membrana en ese orden. En la
primera etapa las sustancias aplicadas a la superficie de la hoja penetran la cuticula y la pared
celular por difusion debido a su acumulacion en las hojas creando una gradiente de
concentracion. Luego, las sustancias que han atravesado se absorben en la superficie de la
membrana plasmatica mediante una unién; y al final, las sustancias son absorbidas por el
citoplasma a través de un proceso que requiere energia derivada metabolicamente. También

se ha demostrado la absorcion de iones por las estomas de las hojas (Fageria et al., 2009).

2.4.2 Removilizacion de los nutrientes minerales

La removilizacion de los nutrientes de los tejidos de la planta depende del tipo de nutriente
absorbido y de la especie de planta. La movilidad de los macronutrientes en el tejido vegetal
es alta, excepto para el calcio y azufre. Pero la movilidad de la mayoria de los
micronutrientes es pobre, por eso normalmente los efectos positivos de la pulverizacién se
limitan solo a los tejidos pulverizados y los sintomas de deficiencia se evidencian en los

brotes que crecen luego (Fageria et al., 2009).
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2.4.3 Fertilizantes foliares usados en los ensayos
a. Zynergy

Es un fertilizante foliar constituido de un complejo Unico de cobre y zinc que corrige las

deficiencias y mejora la salud de las plantas y la tolerancia al estrés abidtico (Omex, 2019).

Composicion: Cobre (Cu) 2.11%, Zinc (Zn) 3.75 %, Sulfuro (SO3) 7.40 %, pH (10% de
solucion) 0.75-1.75.

b. Fx-31

Es un fertilizante liquido a base de hidréacidos con alta concentracién de zinc (Zn) y cobre
(Cu) quelatado con &cido citrico (Farmex, 2013).

Composicion: Cobre (Cu) 1.5 %, Azufre (S) 3.6 %, Potasio (K) 0.8 %, Zinc (Zn) soluble en
agua 3.6 %, Acido citrico 15.4 %.

2.5 Métodos para evaluar in vitro la actividad antifingica

En los Gltimos afios, ha habido un creciente interés en investigar y desarrollar nuevos agentes
bioldgicos o quimicos de diversas fuentes para combatir la resistencia de patégenos; por lo
tanto, se ha prestado mayor atencion a los métodos de evaluacion de la actividad
antibacteriana o antiflngica. Varios bioensayos, como la difusion en disco, la difusion en
pocillos y el caldo o la dilucion en agar, son bien conocidos y se utilizan cominmente. Pero
otros, como los métodos de citofluorometria de flujo y bioluminiscentes no se usan
ampliamente porque requieren equipo especifico y una evaluacion adicional para la
reproducibilidad y estandarizacion (Mounyr et al., 2016). En este trabajo se presentara una
revision del método medio envenenado que se utilizard para evaluar la susceptibilidad de

Botrytis cinerea.

2.5.1 Método del medio envenenado

El método de medio envenenado se utiliza principalmente para evaluar el efecto antifungico

contra los hongos. El agente antifingico o el extracto se incorpora en el medio fundido a una
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concentracion final deseada y se mezcla bien. Luego el medio se vierte en placas de Petri y
se realiza la siembra de un pedazo de micelio de la zona de activo crecimiento. Después de
incubar en condiciones adecuadas para la cepa fangica analizada, se miden los diametros de
crecimiento fungico en el control y las placas envenenadas estimando el efecto antifungico
(Mounyr et al., 2016).

2.6 Medio PDA

Potato Dextrose Agar (PDA) es un medio de uso general para cultivar diferentes hongos.
Esta compuesto por infusion de papa deshidratada, dextrosa ambos estimulantes del
crecimiento de hongos y agar como agente solidificante. Muchos procedimientos estandar
utilizan una cantidad especifica de acido tartarico estéril (10%) para bajar el pH de este
medio a 3.5 +/- 0.1, lo que inhibe el crecimiento bacteriano. Y al cloranfenicol como un
agente selectivo para inhibir el sobrecrecimiento bacteriano de microorganismos

competidores, al tiempo que permite el aislamiento selectivo de hongos (Aryal, 2018).
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I1l. METODOLOGIA

3.1 Fase laboratorio
3.1.1 Ubicacion

El trabajo se desarroll6 en el Laboratorio del Departamento de Fitopatologia de la
Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM).

3.1.2 Material biolégico

El desarrollo del trabajo se realizé con una cepa de Botrytis cinerea endémica de La Molina
donada por el Laboratorio del Departamento de Fitopatologia de la UNALM; previamente
aislada, reconocida y purificada por el laboratorio. Luego, se multiplico la cepa en placas

Petri con el medio PDA.

3.1.3 Prueba de efectividad de los productos en laboratorio

a. Evaluacion del efecto de los fertilizantes foliares en la inhibicién del crecimiento

micelial

Para realizar este estudio se emplearon cinco tratamientos, utilizando dos fertilizantes
foliares y un fungicida quimico; cada tratamiento fue conformado por cuatro placas Petri.
Para ello se procedid a preparar el medio de cultivo PDA el cual se vertié en cinco
Erlenmeyers a la misma cantidad (100 ml) y posteriormente se esterilizd en la autoclave.
Luego los fertilizantes foliares especificados en la tabla 1, fueron vertidos momentos antes
del plaqueo, cuando el medio de cultivo se encontro a una temperatura adecuada de 45 °C
aproximadamente. Una vez homogenizada la mezcla, esta se vertio en cuatro placas Petri

estériles y se dejé solidificar (Llanos, 2017).

Una vez que el medio de cultivo quedé solidificado, se realizd la siembra de un pedazo de
micelio de la zona de activo crecimiento de 0.5 cm de didmetro, al centro de cada placa Petri
(figura 3). Con el tratamiento testigo se realizé el mismo procedimiento con la diferencia

que el medio PDA no conté con ningun fertilizante foliar o fungicida. La placa sembrada se



sellé con Parafilm y fueron colocadas en la incubadora a una temperatura de 25 °C (Chéavez,
2016).

Tabla 1: Descripcion de los tratamientos que se usaron para evaluar el efecto antifingico del crecimiento

micelial de B. cinera en laboratorio

Tratamiento  Nombre comercial Ingrediente activo Dosis
0 Testigo - -
1 Zynergy Cu + Zinc 0.5 I/cil
2 Zynergy Cu + Zinc 1 I/cil
3 Fx 31 Cu + Zinc+ Acido citrico 0.5 I/cil
4 Boscalid Boscalid 250 g/cil

Después de incubar en condiciones adecuadas para la cepa fungica analizada, se midio
diariamente la distancia del diametro del crecimiento micelial del hongo expresado en mm;
sin tener en cuenta la distancia del disco de micelio colocado como indculo. Esta evaluacion
se realiz6 hasta que el testigo cubrié totalmente la superficie de la placa. Para facilitar la
medicion diaria del crecimiento micelial, la placa se marc6 con una linea horizontal y una
linea vertical que cruzaron al centro de cada disco sembrado (Chavez, 2016). Luego de tomar
los datos se calcul6 el promedio de los dos diametros, marcados por las lineas, como indica

en la figura 3 y de las repeticiones para realizar los analisis.

p :: \\

\

I Q!
l/—- - = = -5-n1rr_] _\‘

|
| Z
4 =

Figura 3: Marcado de la placa Petri para facilitar la medida del diametro de crecimiento micelial de

Botrytis cinerea en laboratorio.
Con los diametros del crecimiento fangico del testigo y las placas envenenadas de la ultima

evaluacion, se estimd el efecto antifungico mediante la siguiente formula:

[Efecto antifingico(%) = ((De-Ds)/ Dc) x 100)
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Donde: Dc= Diametro de crecimiento en la placa testigo y Ds= Didmetro de crecimiento de
la placa que contiene el agente antifingico probado; los dos valores en mm (Mounyr et al.,
2016).

3.1.4 Diseio experimental

La unidad experimental en las cinco evaluaciones fueron las placas Petri donde se realizé la
siembra de una seccion de medio de cultivo PDA en el que hubo desarrollo micelial del
patdgeno, variando por tratamiento el fungicida aplicado en el medio envenenado.

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) con un total de cinco tratamientos y cuatro
repeticiones por tratamiento. Los datos fueron procesados en el programa estadistico R-
Studio utilizando ANOVA y pruebas de comparacién de Tukey a un nivel de significancia
(o) de 0.05.

3.2 Fase de campo
3.2.1 Ubicacion del experimento

La fase de campo se realiz en una parcela perteneciente a la Facultad de Agronomia de la
Universidad Nacional Agraria La Molina, ubicada en el departamento de Lima, provincia

de Lima y distrito de La Molina.

3.2.2 Tratamientos

Para la fase de campo se emplearon siete tratamientos, utilizando dos fertilizantes foliares y
dos fungicidas quimicos; sus ingredientes activos, dosis, forma y frecuencia de aplicacion
son especificados en la tabla 2.

Las aplicaciones de los tratamientos iniciaron la octava semana después del trasplante y se
prolongd por ocho semanas. La evaluacion comprendio 10 semanas, desde el crecimiento

vegetativo hasta el cuajado de frutos como etapa critica de Botrytis cinerea.
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Tabla 2: Descripcion de los tratamientos que se utilizaron en la evaluacion del control de B. cinerea en

campo de tomate

Nomb
Tratamiento om r.e Cadigo Ingrediente activo Dosis  Aplicacion  Frecuencia de aplicacion
comercial

0 Testigo TO - - Follaje -

1 Zynergy Zy-1S Cu+zZn 1l/cil  Follaje Cada semana
2 Fx-31  Fx-1S Cu+Zn+Ac.citrico 0.5 l/cil  Follaje Cada semana
3 Zynergy Zy-2S Cu+Zn 1l/cil  Follaje Cada 2 semanas
4 Fx-31  Fx-2S Cu+Zn+Ac.citrico 0.5 l/cil  Follaje Cada 2 semanas

_ Azoxystrobin y ]
5 Authority TC1 ) 0.51/ha Follaje Cada semana
Flutriafol
6 Fontelis TC2 Penthiopyrad 11l/ha  Follaje Cada semana

3.2.3 Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio en bloque completamente al azar (DBCA) con un total de siete

tratamientos y cuatro bloques por tratamientos. Los datos fueron procesados en el programa

estadistico R-Studio utilizando ANOVA y pruebas de comparacion de Tukey a un nivel de

significancia (o) de 0.05.

40 m
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85m
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Bloque 4
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10m
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Tcy | 10m
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Figura 4: Distribucion de los tratamientos de control de B. cinerea en el campo de tomate en cuatro

bloques siguiendo el disefio en bloque completamente al azar (DBCA).



3.2.4 Actividades de campo

a. Preparacion del terreno

Se realizd la preparacion de terreno para descompactar y homogeneizar el suelo, a fin de
lograr un 6ptimo desarrollo radicular de las plantulas después del trasplante. Ademas, de

ayudar en el manejo de plagas y malezas.

Figura 5: Campo con camellones de 1.5 m de ancho y 40 m de largo.

b. Trasplante

El trasplante a campo definitivo se realiz6 con un distanciamiento de plantas de 0.6 m.

Figura 6: Plantulas de tomate utilizadas en el trasplante (a), labor de trasplante (b) y ubicacién de la

plantula en lomo del surco (c).
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c. Recalce

Se realizo el recalce en zonas donde la planta no se desarroll6 adecuadamente, para asi
ayudar en la homogeneidad de los tratamientos.

Figura 7: Cambio de surco 2 semanas después del trasplante (a) y cultivada 5 semanas después de

trasplante (b).

d. Abonado y fertilizacion

El abonado y fertilizacion fue de forma manual y localizada, cumpliendo con los
requerimientos de la planta segln cada etapa fenolégica.

Figura 8: Abonado con 20 t/ha de compost (a) y fertilizacion (20-20-20) (b) del tomate al fondo del

surco.
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e. Riego

El riego fue de acuerdo a las necesidades del cultivo, para asi evitar el debilitamiento de la
planta por un déficit hidrico o problemas fitosanitarios causados por Phytophthora sp.,

Pythium sp., etc.

Figura 9: Riego por gravedad de acuerdo a las necesidades hidricas del cultivo.

f. Desmalezado

El control de maleza se realiz6 con deshierbos manuales desde la instalacion del campo hasta

la cosecha.
g. Aplicaciones de los tratamientos

Se realizaron ocho aplicaciones desde la octava a la décimo sexta semana después del
trasplante, a excepcion de la novena semana. La aspersion cubrid toda el area foliar y
comenzo en la mafiana para evitar que haya mucho viento y con cortinas para reducir la

deriva.

Figura 10: Preparacién de la solucién de los fertilizantes foliares y los fungicidas (a), y aplicacion segin

los tratamientos de control del moho gris en el tomate (b).
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h. Control fitosanitario

Para el control fitosanitario se baso en un manejo integrado de plagas y enfermedades que
constituy6: 1) Control cultural: Buena preparacion de terreno, desmalezado, control del
riego, etc., 2) Control fisico: Retiro de larvas o pupas de insectos y eliminacion de partes de
la planta infectados por hongos, 3) Control etoldgico: Uso de trampas amarillas y trampas
de melazas, 4) Control biolégico: No perjudicar la poblacion de fauna benéfica del campo
y 5) Control quimico: Aplicaciones de fungicidas al periodo critico de la enfermedad y

azufrado.

Figura 11: Trampas amarillas para el control de la mosca minadora (a), aplicacion del insecticida
biolégico Envivo (i.a. virus de la poliedrosis multiple) para el control de Tuta absoluta (b), desmalezado
por el contorno de la planta de tomate (c), azufrado de los brotes para el control de Prodiplosis sp. (d),
eliminacion de partes de la planta infectados por hongos (e) y preparacion de trampas de melazas para

el control de la mosca de la fruta del tomate (f).
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i. Cosecha

La cosecha se realiz6 cada semana desde la semana 16 después del trasplante, cuando gran

cantidad de plantas presentan frutos con una coloracién caramelo o rojizo (Gonzales, 2016).

Figura 12: Labor de cosecha (a, b) y jabas con tomate (c).

3.2.5 Area de evaluacion

Cada unidad experimental fue una parcela que tuvo 1.5 m ancho con 10 m de largo. El area

de las unidades experimentales que se emplearon en el trabajo se presenta en la tabla 3.

Tabla 3: Area de las unidades experimentales en campo

Area experimental de la parcela

Numero total de parcelas 28

Numero de lineas por unidad experimental 1
Largo de la unidad experimental 10m
Ancho de la unidad experimental 1.5m
Area total de la unidad experimental 15 m?

Area experimental de los tratamientos

NUmero de tratamientos 7

Numero de bloques 4
Avrea total de los tratamientos 60 m?
Area del experimento 420 m?
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3.2.6 Evaluacion del efecto de los fertilizantes foliares en campo
a. Incidencia de B. cinerea en follaje

Se comenzo a evaluar a los 40 dias después del trasplante, cuando la planta termind su etapa
de establecimiento y crecimiento primario (INIA, 2018). Considerando una planta infectada
al presentar por lo menos un foliolo con sintomas y signos relacionados a Botrytis cinerea
(figura 13). Con esta informacion se determind la incidencia de la enfermedad en follaje
(Ifo) mediante la siguiente formula:

[Fo(%) = (IP/ TOP) x 100|

Donde: IFo (%)= Porcentaje de la incidencia en follaje, IP= Es el nimero de plantas
infectadas y TOP=Numero total de plantas evaluadas (Folgoa, 2007).

Figura 13: Dafio tipico del moho gris en hojas conocido como mancha V.

FUENTE: INIA, 2018

b. Severidad de B. cinerea en follaje

Se cuantifico directamente el area afectada por Botrytis en toda la planta (como unidad de
evaluacion) en intervalos semanales, a fin de consignar el avance de la enfermedad. Se siguio

el mismo principio de evaluacion de la rancha en papa (Bustamante et al., 2008).

29



c. Areabajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE)

Se utilizé el ABCPE para medir la cantidad total de enfermedad durante un periodo de

tiempo (Mauricio, 2018). Utilizando la formula propuesta por Campbell & Madden (1990).

n
YintY;
ABCPE= 5 [Ti+1 'Ti]
i=1

Donde: Y;= Porcentaje de area foliar afectada por el patdgeno en estudio el dia i después de
la siembra o trasplante, Y;, ;= Porcentaje de area foliar afectada por el patdgeno en estudio
el dia i+1 después de la siembra o trasplante, [T;,,; — T;]= NUmero de dias transcurrido de
la primera evaluaciéon (del area foliar afectada a la segunda evaluacion), n= NUmero total de

evaluaciones y i= Dias de siembra o trasplante.
d. Incidencia de Botrytis cinerea en flores

Para evaluar el dafio causado por B. cinerea en flor solo se determiné su incidencia, debido
que la presencia de la infeccion en el tejido conlleva a una pérdida de la estructura sin
oportunidad de recuperar la flor a través de alguna medida fitosanitaria (Mauricio, 2018). Se
determind la incidencia de la enfermedad en flor (IF) mediante el conteo del nimero de
flores sanas y enfermas en cada racimo flor cada semana después de la floracién, mediante

la siguiente férmula.

[F1(%) = (FA/ FT) x 100)

Donde; IFI (%)= Porcentaje de incidencia en flor; FA= Numero de flores afectadas; FT=
NUmero de flores totales (sanas + enfermas) (Mauricio, 2018).

Figura 14: Incidencia en flores de tomate para la evaluacién de B. cinerea flor sana (a) y flor con

sintomas de B. cinerea (b).

FUENTE: Mauricio, 2018
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e. Incidencia de Botrytis cinerea en frutos

Para evaluar el dafio causado por B. cinerea en fruto se determiné su incidencia, debido a
que el fruto pierde su valor comercial al presentar un dafio fisico, de plaga o enfermedad
(Gonzales, 2016). La incidencia se evaluo6 con el conteo de frutos dafiados por B. cinerea,

mediante la férmula.

IFr(%) = (TOA/ TOT) x 100

Donde; IFr (%) = Porcentaje de Incidencia en fruto; TOA= Numero de frutos afectados;

TOT= Numero de frutos totales (sanos + enfermos).

Figura 15: Incidencia en frutos de tomate para la evaluacion de B. cinerea. frutos totalmente sanos (a)

y frutos con ligero a severo dafio sin valor comercial (b).

FUENTE: Mauricio, 2018

f. Calidad comercial de los frutos

Los frutos cosechados se categorizaron de acuerdo a la calidad comercial segun los rangos
establecido para el mercado nacional: a) Primera: Frutos sin dafios de enfermedades y plagas
con un peso mayor de 100 g, b) Segunda: Frutos sin dafios de enfermedades y plagas con un
peso entre 50-100 g, c) Tercera: Frutos sin dafios de enfermedades y plagas con un peso
menor a 50 g y d) No comercial: Fruto con dafio fisico, de plaga o enfermedad (Gonzales,
2016).
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g. Rendimiento

Se evalud el rendimiento como la suma del peso de los frutos clasificados como primera,

segunda y tercera de cada cosecha; los datos fueron llevados a toneladas por hectareas.

h. Fitotoxicidad por accién de los fertilizantes foliares

La fitotoxicidad se evalué una semana después de acabar con las ocho aplicaciones;
utilizando la escala de Alzate et al. (2009) de 0 a 5: a) Escala 0: Planta iguales al testigo
absoluto; b) Escala 1: Leve clorosis y presencia de pecas; ¢) Escala 2: Clorosis acentuada y
ligera reduccion distinguible en el crecimiento o presencia de pocas manchas; d) Escala 3:
Inhibicion del crecimiento, clorosis marcada y anormalidades morfoldgicas; e) Escala 4:
Planta muy afectada sin posibilidad de recuperacion, pero hay aln presencia de tejido verde

y ) Escala 5: Necrosis y muerte de planta.
i. Datos meteoroldgicos

Se registraron los datos de humedad relativa, precipitacion y temperatura de la Estacion

Meteoroldgica Alexander Von Humboldt durante el desarrollo de la investigacion.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Fase laboratorio

De acuerdo a la tabla 4 y figura 16, el tratamiento TO-Testigo tuvo el mayor didmetro de
crecimiento micelial (mm) en el primer dia de evaluacion superando los 10.00 mm; seguido
del T4-Boscalid 250g/cil con 5 mm. Estos dos tratamientos presentaron los dos mayores
valores hasta los 6 DDI (dias después de inoculacion). Por otro lado, el T2- Cu + Zinc 1 I/cil
y T3- Cu + Zinc + Acido citrico 0,5 I/cil obtuvieron en las cinco evaluaciones los menores

valores.

Tabla 4: Diametro promedio del crecimiento micelial de Botrytis cinerea (mm) de todos los tratamientos
en las cinco evaluaciones, DDI: Dias después de inoculacion

Tratamiento 1DDI 2DDI 3DDI 4DDI 6DDI
TO-Testigo

1025 3750 6025 71.00 80.00

T1-Cu+ Zinc 0.5 Ifeil 175 433 688 1150 24.88

T2-Cu + Zinc 1 I/cil 0.25 0.75 295 3.13 4.00

T3-Cu + Zinc + Acido citrico 0.5 I/cil  0.00 1.00 1.13 1.50 1.50

T4-Boscalid 250 g/cil 5.00 23.13 3525 50.00 78.00
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Figura 16: Comportamiento temporal del didmetro de crecimiento micelial (mm), durante los seis dias

después de la inoculacion de un disco de micelio de Botrytis cinerea de 5 mm de diametro.

En la tabla 5 se presenta el diametro de crecimiento micelial (mm) promedio de Botrytis
cinerea a los 6 DDI. El tratamiento TO-Testigo tuvo el mayor didmetro de micelio con un
promedio de 80.00 mm cubriendo toda la placa Petri. EI segundo y tercero con mayor valor
fue el T4-Boscalid 250g/cil y T1- Cu + Zinc 0,5 I/cil con promedios de 78.00 mm y 24.88
mm respectivamente. Finalmente, los dos menores didametro del micelio fueron para T2- Cu
+ Zinc 1l/cil y T3- Cu + Zinc+ Acido citrico 0.5l/cil con 4.00 mm y 1.50 mm,

respectivamente.
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Tabla 5: Resultados promedio del efecto antifingico (E.A) en el crecimiento micelial de Botrytis cinerea
de cada tratamiento a los seis dias después de la inoculacion (6 DDI), con la comparacion de medias de

Tukey a un a = 0.05

Didmetro del
_ Nombre ) ) ] o E.A.
Tratamiento ] Ingrediente activo Dosis micelio (mm)
comercial
a 6 DDI %
0 Testigo - - 80.00 a 0.00
4 Boscalid Boscalid 250 g/cil 78.00 a 2.50
1 Zynergy Cu + Zinc 0,5 I/cil 24.88 b 68.90
2 Zynergy Cu + Zinc 1 l/cil 4.00c 95.00
Cu + Zinc + )
3 Fx 31 o 0,5 I/cil 150c 98.13
Acido citrico
C.V:3.94

Los resultados de la prueba del medio envenenado muestran que todos los tratamientos, a
excepcioén del TO-Testigo, tuvieron cierto efecto antifungico en el didmetro del crecimiento

micelial (mm) de Botrytis cinerea.

Dentro los tratamientos el Unico fungicida quimico probado fue el T4-Boscalid 250g/cil, que
actla inhibiendo la enzima ubiquinona succinato reductasa ubicada en el complejo Il
mitocondrial, fundamental para el transporte de electrones de la respiracion mitocondrial
(BASF, 2017). Dentro de los fungicidas empleados en el control de Botrytis spp., boscalid
pertenece a los fungicidas que originan mas rapida resistencia conocido como resistencia
monogénica, debido a que se produce una mutacion en un solo gen del hongo (Lincango,
2018). Estudios realizados en cepas de Botrytis spp. con resistencia al boscalid, revelan que
las mutaciones puntuales son en los codones H272R y H272Y de la succinato reductasa
subunidad B(sdhB) (Fernandez et al., 2012).

En el experimento T4-Boscalid 250g/cil no presentd diferencia significativa con el TO-
Testigo, siendo con excepciodn a este ultimo el de menor efecto antifingico con un valor 2.50
%. El resultado corresponde a los casos reportados de aislamientos resistentes a los

fungicidas quimicos, dentro de estos casos de resistencia al Boscalid (Lopes et al., 2017).
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T1-Cu + Zinc 0.5 Vcil
T2-Cu + Zinc 1 Veil
T3-Cu + Zinc+ Acido citrico 0.5)/cil
T4-Boscalid 250g/cil

Figura 17: Placas con el crecimiento del didmetro micelial de Botrytis cinerea (mm) a seis dias de
inoculacién (6 DDI) del medio envenenado en los 5 tratamientos.

Los tratamientos foliares T1- Cu + Zinc 0,5 I/cil, T2- Cu + Zinc 1 l/cil y T3- Cu + Zinc +
Acido citrico 0.5l/cil presentaron diferencias significativas con el testigo y T4-Boscalid
250g/cil. Debido a que las particulas de cobre causan efectos dafiinos en las hifas y las
conidias de Botrytis cinerea (Ouda, 2014). Igual para las particulas de Zn que inhiben el
crecimiento del moho gris al afectar las funciones celulares, lo que causa deformacion de las
hifas fangicas (He et al., 2011).

Hubo un efecto de la dosis Cu + Zinc con valores de actividad antifingica de 95,00 % para
T2- Cu + Zinc 1 I/cil y de 68.90% para T1- Cu + Zinc 0,5 I/cil. Siendo el tratamiento con
mayor efecto antifungico el de mayor dosis, debido a una mayor cantidad de particulas de
Cu y Zn. Dentro del patogeno las particulas de Cu y Zn generan especies reactivas de
oxigeno (ROS) extremadamente dafiinas, llevando a la desnaturalizacion de proteinas
estructurales y enzimaticas; también, causan desestabilizacion y licuefaccion de la
membrana celular, organulos y macromoléculas celulares. Provocando deformacion de hifas
fangicas e impedir el desarrollo de conidiéforos y conidias; conduciendo finalmente a la
muerte del patdgeno (Kalia et al., 2020; La torre et al., 2018; Rai et al., 2018).
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Elkorany & Mohamed (2008) evaluaron el efecto de ciertos antioxidantes con el potencial
de disminuir la incidencia de la enfermedad del moho gris (Botrytis cinerea) in vitro en fresa.
Uno de estos fue el antioxidante natural acido citrico que en una concentracion de 1 mM
mostro efectos de inhibicion sobre el crecimiento de colonias (16.14 %), esporulacion (26.85
%) y germinacion de conidias (21.25 %) comparado con el testigo. En el presente
experimento, los resultados mostraron que el &cido citrico mejord la actividad antifingica
del tratamiento, complementandose bien con las particulas de Cuy Zn al presentar el T3- Cu
+ Zinc + Acido citrico 0.51/cil el mayor efecto antiflingico con valor de 98, 13 % no
difiriendo significativamente con el T2- Cu + Zinc + Acido lactico 1 I/cil a pesar de tener el
doble de dosis. Debido a que, el &cido citrico tiene mecanismos inhibidores del crecimiento,
como son la disminucién del pH interno de la célula microbiana por la ionizacion de las
moléculas de acido no asociadas y la alteracién de la permeabilidad de la membrana celular
(Shokri, 2011).

4.2 Fase de campo
4.2.1 Incidenciay severidad de B. cinerea en follaje

La evaluacioén de la incidencia y severidad en hojas comenz0 a las seis semanas después del
trasplante (6 SDT). En las semanas de aplicacion no se reportaron sintomas de la enfermedad
foliar en ningun tratamiento. Después de una semana terminada las aplicaciones se detect6
un aumento de la incidencia. EI TO, Zy-2S y Fx-2S llegaron a tener todas las plantas
infectadas a las 18 SDT; y TC1y TC2 alas 19 SDT (tabla 6).

Tabla 6: Promedio del porcentaje de incidencia de B. cinerea en el follaje de los bloques de todos los

tratamientos en las semanas de evaluacion, SDT: Semanas después del trasplante

Tratamiento Codigo 6SDT 7SDT 17SDT 18SDT 19SDT

0 TO 0% 0% 274% 100.0% 100 %
1 Zy-1S 0% 0% 26.9 % 98.3 % 100 %
2 Fx-1S 0% 0% 12.3 % 98.3 % 100 %
3 Zy-2S 0% 0% 274% 100.0% 100 %
4 Fx-2S 0% 0% 200% 100.0% 100 %
5
6

TC1 0% 0% 3.3% 68.3 % 100 %
TC2 0 % 0 % 5.0 % 55.0 % 100 %
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Tabla 7: Promedio del porcentaje de severidad de B. cinerea en el follaje de los bloques de todos los

tratamientos en las semanas de evaluacién, SDT: Semanas después del trasplante

Tratamiento  Codigo 6 SDT 7SDT 17SDT 18SDT 19SDT 20SDT 21SDT

Figura 18: Fluctuaciones de precipitacion (mm), temperatura (°C) y H.R. (%) en el periodo de campo

del experimento.

0 TO 0% 0% 0.31% 450% 25.81% 6455% 79.46 %
1 Zy-1S 0% 0% 0.19% 272% 1435% 4540% 63.33%
2 Fx-1S 0% 0% 0.13% 2.02 % 768% 33.35% 60.86 %
3 Zy-2S 0% 0% 0.27 % 367% 2597% 5759% 76.60 %
4 Fx-2S 0% 0% 0.20 % 302% 13.73% 45.00% 66.92 %
5 TC1 0% 0% 0.03 % 088%  448% 16.67% 34.17%
6 TC2 0 % 0 % 0.05 % 0.70%  445% 16.25% 34.42%
Con respecto a la severidad (tabla 7), el TO tuvo el mayor porcentaje alas 17 SDT con valor
de 0.31 %, seguido de Zy-2S y Fx-2S con 0.27% y 0.20 % respectivamente. Estos tres
tratamientos encabezaron el porcentaje de severidad en todas las semanas de evaluacion. Los
tratamientos foliares con aplicaciones semanales Zy-1S y Fx-1S; ocuparon el cuarto y quinto
lugar en las evaluaciones. Por otro lado, los tratamientos con fungicidas quimicos obtuvieron
los menores valores.
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Las temperaturas de 20 a 30 C° y la humedad relativa superior a 90% son favorables para la

germinacion de las conidias de B. cinerea; las cuales penetran la epidermis de las plantas
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dando asi el inicio de la enfermedad (Van, 2005; La torre & Rioja, 2002). Otro factor
determinante son las precipitaciones, asi se presente condiciones favorables para la
infeccion, no hay germinacion de conidias o esta es extremadamente baja si no hay agua en

las superficies de las hojas; ya sea por el rocio o las lluvias (La torre & Rioja, 2002).

Esto ocurrié a las 16 SDT, donde se detectd que las precipitaciones de 0.40 mm favorecio la
infeccion y la dispersion de conidias (tabla 7). A las 11 y 12 SDT también se presento
precipitacion de 0.50 mm (figura 18), pero no hubo un aumento de la incidencia y severidad
foliar. Debido a que, la infeccion de las 17 SDT se dio en el periodo de cosecha; esta labor
genera heridas por toda la planta y favorece la diseminacion del in6culo. Ademas, el estado

senescente de la planta facilito la infeccion (Cristescu et al., 2002; Elad & Evensen, 1995).

Tabla 8: Resultados promedio del porcentaje de severidad de Botrytis cinerea en el follaje de cada
tratamiento a las 21 semanas después del trasplante (21 SDT), con la comparacién de medias de Tukey

auno=0.05

) ) ) ) Frecuencia de Porcentaje de severidad de B. cinerea
Tratamiento  Cddigo Ingrediente activo o .
aplicacion en el follaje a las 21 SDT (%)
0 TO - - 79.46 a
3 Zy-2S Cu+Zn Cada 2 semanas 76.59 ab
4 Fx-2S  Cu+zZn+Ac.citrico  Cada 2 semanas 66.91bc
1 Zy-1S Cu+Zn Cada semana 63.33¢C
2 Fx-1S  Cu+Zn+Ac.citrico Cada semana 60.85 ¢
6 TC2 Penthiopyrad Cada semana 34.41d
Azoxystrobin y
5 TC1 ) Cada semana 34.16 d
Flutriafol

C.V. (%): 7.56
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Figura 19: Porcentaje de severidad de Botrytis cinerea en follaje de cada tratamiento a las 21 semanas
después del trasplante (21 SDT), con la comparacion de medias de Tukey a un a = 0.05 en el porcentaje

de severidad.

A partir de las 18SDT (tabla7) se observa una disminucion en el porcentaje de severidad de
Botrytis cinerea foliar en los tratamientos con fertilizantes foliares. En especial en el
tratamiento Fx-1S que obtuvo a las 19SDT la tercera parte del porcentaje de severidad del
TOy alas 20SDT la mitad.

En la tabla 8 y figura 19 se presenta el porcentaje de severidad de Botrytis cinerea en el
follaje a las 21 SDT. EIl tratamiento TO tuvo el mayor porcentaje de severidad con un
promedio de 79.46 %, seguido de Zy-2S con un promedio de 76.59 %. El tercero, cuarto y
quinto con mayor valor fue el Fx-2S, Zy-1S y Fx-1S con promedios de 66.91 %, 63.33 %y
60.85 % respectivamente. Finalmente, los dos menores valores fueron el TC2 y TC1 con
34.41 %y 34.16 % respectivamente.

Este comportamiento se debe en parte a la actividad antifungica de los componentes de los
fertilizantes foliares y los ingredientes activos de los fungicidas. El cobre y zinc aplicados
en los tratamientos Zy-2S y Zy-1S inhibieron el crecimiento micelial y la germinacion de

esporas, por la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y toxicidad de iones
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(Kalia et al., 2020; La torre et al., 2018, Rai et al., 2018). En los tratamientos Fx-1S y Fx-
2S, ademas del efecto antifangico del cobre y zinc se adiciona el efecto del &cido citrico que
por ser un antioxidante capta los radicales libres generados por tejidos infectados retrasando
el desarrollo de la enfermedad (Elad, 1992; Elkorany & Mohamed, 2008). Finalmente, los
menores valores fueron para los tratamientos TC1 y TC2, debido a los ingredientes activos
de los fungicidas Authority y Fontelis (CHEMINOVA, 2014; Farmagro, s.f.). Estos

resultados se detallan con mayor exactitud en los parrafos siguientes.
4.2.2 Areabajo lacurva de progreso de la enfermedad (ABCPE) de la severidad foliar

Con respecto a la ABCPE foliar (tabla 9 y figura 20) calculado desde la primera semana del
incremento de la severidad foliar (17 SDT) hasta la tultima semana de evaluacién (21 SDT).
El TO tuvo el mayor valor con 943.24, seguido de Zy-2S con 879.70. En tercer, cuarto y
quinto lugar fue Fx-2S, Zy-1S y Fx-1S con 667.16, 659.62 y 514.79 respectivamente.
Finalmente, los tratamientos con fungicidas quimicos TC1 y TC2 obtuvieron los menores

valores con 273.89 y 270.43 respectivamente.

Tabla 9: Resultados promedio de los valores de ABCPE de Botrytis cinerea en el follaje de cada
tratamiento desde las 17 SDT a las 21 SDT, con la comparacién de medias de Tukey a un a = 0.05

Frecuencia de

Tratamiento  Cddigo Ingrediente activo ABCPE
aplicacion
0 TO - - 943.24 a
3 Zy-2S Cu+Zn Cada 2 semanas 879.70 a
4 Fx-2S Cu+Zn+Ac.citrico Cada 2 semanas 667.16 b
1 Zy-1S Cu+Zn Cada semana 659.62 b
2 Fx-1S Cu+Zn+Ac.citrico Cada semana 514.79 b
5 TC1 Azoxystrobin y Flutriafol Cada semana 273.89 ¢
6 TC2 Penthiopyrad Cada semana 270.43 ¢

C.V. (%): 12.73
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ABCPE de la severidad de B.c. en el follaje
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Figura 20: Valores de ABCPE de Botrytis cinerea en el follaje de cada tratamiento desde las 17 SDT a
las 21 SDT, con la comparacion de medias de Tukey a un a = 0.05 en el valor de ABCPE.

Para los tratamientos Zy-1S y Zy-2Ss se aplicé el producto Zynergy, un fertilizante foliar
con una composicién de cobre (Cu) del 2.11% y zinc (Zn) del 3.75 % (Omex, 2019). Estos
componentes de Cu y Zn les permite presentar actividad antifingica, disminuyendo el
porcentaje de severidad foliar de B. cinerea en el follaje y los valores de ABCPE (tabla 8 y
9).

El cobre actiia como un biocida de amplio espectro (Lamichhane et al., 2018). Los iones de
cobre presente en la superficie de la planta por la aspersion foliar, ingresan al protoplasma
celular de oomicetos, hongos y bacterias; por la afinidad de la particula a los grupos
carboxilos de la pared celular microbiana (La torre et al., 2018, Rai et al., 2018). Dentro del
patdgeno el cobre actda en multiples sitios generando especies reactivas de oxigeno (ROS)
extremadamente dafiinos. Llevando a la desnaturalizacion de proteinas estructurales y
enzimaticas, que alteran la semipermeabilidad de la membrana celular y blogquea la actividad
respiratoria; inhibiendo finalmente el crecimiento micelial y la germinacion de las esporas
(Latorre et al., 2018, Rai et al., 2018).
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Porcentaje de severidad de B.cinerea foliar

Por otro lado, las particulas Zn pueden reducir el dafio de hongos fitopatdégenos debido al
mecanismo multiple de accion antimicrobiano. Como son la generacion ROS,
desestabilizacion y licuefaccion de la membrana celular, organulos y macromoléculas
celulares, y toxicidad debido a los iones de Zn; causando malformaciones de la pared y
membrana celular de los micelios. También, suprime de las estructuras formadoras de

esporas e inhibe su germinacién (Kalia et al., 2020).
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Figura 21: Comportamiento temporal del porcentaje de severidad de B.cinerea en el follaje de Zy-1S,
Fx-1S, Zy-2S y Fx-2S desde las 17 SDT a las 21 SDT, SDT: Semanas después del trasplante.

Debido a que, es indispensable que las particulas de cobre y zinc estén presentes en las
superficies de las hojas para presentar actividad antifingica (La torre et al., 2018). En el
tratamiento Zy-2S, la aplicacion realizada cada dos semanas de Zynergy no fue suficiente
para que las particulas de cobre y zinc genere un efecto protector a largo tiempo (figura 21);
reportandose en el tratamiento un porcentaje de severidad foliar similar al testigo hasta las
21 SDT. Esto resulté en un ABCPE de 879.70 y porcentaje de severidad de B. cinerea en el
follaje de 76.59 % a las 21 SDT significativamente igual al del testigo.
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Este efecto protector se evidencio en el tratamiento Zy-1S, donde se aplic semanalmente el
producto Zynergy; concentrando asi mayores particulas de cobre y zinc en las hojas;
causando un menor porcentaje de severidad foliar hasta las 19 SDT en comparacion al testigo
y Zy-2S. Lo cual resulté en un ABCPE de 659.62 significativamente menor al testigo y al
Zy-2S. Ademas, permitio un porcentaje de severidad de B. cinerea en el follaje a las 21 SDT
de 63.33%, también significativamente menor al testigo y al Zy-2S por la reduccion del

inoculo en las semanas anteriores.

Después de la aplicacion foliar, los nutrientes son absorbidos por la planta a través de las
superficies de las hojas, atravesando la cuticula, pared celular y membrana celular (Fageria
et al., 2009). En la planta el estrés causado por el cobre induce la produccidn de peroxidasas
que proveen resistencia contra los patdgenos colonizantes, al crear un ambiente altamente
toxico. Y también, esta involucrado en la acumulacién de lignina y la suberina, que fortalece
la pared celular y forma una barrera mecéanica contra los agentes patdgenos (Chmielowska
etal., 2010).

Por otro lado, el Zn en la planta participa en la proteccion de la membrana celular contra el
dafio oxidativo causado por los radicales libres. Evitando la falta de estructura de la
membrana celular, que puede conducir en una fuga de compuestos de bajo peso molecular
como carbohidratos lo cual favorece la colonizaciéon de patogenos (Singh et al., 2018).
También, las altas concentraciones de Zn en la hoja y el dafio por patdgenos desencadenan
vias de sefializaciéon comunes; como son el &cido salicilico y los jasmonatos (JA), que
desempefian papeles fundamentales en la defensa sistémica de las plantas. Se ha demostrado
que la mejora de la tolerancia de la planta al Zn inducida por el JA, aumento la tolerancia a

hongos necrotréficos como Botrytis cinerea (Cabot et al., 2019).

Debido a esto, a pesar de disminuir el efecto protector de las particulas de Cu y Zn por su
desintegracion en la superficie de las hojas con el paso de las semanas, el aumento de las
defensas de la planta por el ingreso de estos nutrientes al tejido vegetal en los tratamientos
Zy-2S'y Zy-1S, favorecio a reducir porcentaje de severidad foliar a las 19, 20 y 21 SDT en
comparacion del testigo (figura 21). Siendo mayor la reduccién en el tratamiento que se

aplico semanalmente el producto.

Para los tratamientos Fx-2S y Fx-1 se aplicé el producto Fx-31, un fertilizante foliar con una

composicion de cobre (Cu) del 1.5 %, zinc (Zn) del 3.6 % y &cido citrico del 15.4 % (Farmex,
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2013). A pesar de que se aplicé en el tratamiento Fx-2S el producto cada dos semanas, si se
evidencié un efecto protector contrario al tratamiento Zy-2S, al presentar valores de
porcentaje de severidad menor al testigo y similar al Zy-1S; resultando en un ABCPE de
667.16 significativamente menor al testigo y al Zy-2S. Ademas, permitié un porcentaje de
severidad de B. cinerea en el follaje a las 21 SDT de 66.91%, también significativamente
menor al testigo y al Zy-2S.

Esto debido a que, el fertilizante foliar Fx-31 ademas de presentar actividades antifingicas
de amplio espectro por las particulas de cobre y zinc como el tratamiento Zy-2S, tiene en su
formulacién acido citrico que fortalecié el efecto protector. Se ha demostrado que la
pulverizacion de acido citrico a plantas de fresa crecidas en un campo naturalmente infectado
del moho gris reflejo una supresion en incidencia de 41.87 % (Elkorany & Mohamed, 2008).
Ya que, el acido citrico al ser un antioxidante capta radicales libres, compuestos que
deterioran la membrana celular, generados por tejidos infectados por patdgenos o durante la
senescencia para formar compuestos inofensivos; disminuyendo el efecto dafiino del
patdgeno sobre el tejido huésped y retrasar el desarrollo de la enfermedad (Elad, 1992;
Elkorany & Mohamed, 2008).

Por la aplicacion semanal del mismo producto Fx-31 en el tratamiento Fx-1S, aumento la
concentracion de cobre, zinc y el efecto antioxidante del &cido citrico; presentando una
notable mejora en la reduccion del porcentaje de severidad foliar para las 19 SDT, con un
valor de 7.68% y 13.73% para Fx-1S y Fx-2S respectivamente. Se redujo la proteccion a las
20 SDT por la degradacion de las particulas, presentando a esa semana un pico de aumento

de la enfermedad (figura 21).

El &cido citrico presente en la formulacion del Fx-31 produce un efecto en planta, alterando
la distribucién de los carbohidratos hacia vias que presentan una mayor resistencia a
condiciones desfavorables; como se demostré en plantas de albahaca (Ocimum basilicum L.)

que produjeron mayor biomasa y produccion de aceite esencial (Talebi et al., 2014).

Ademas, el acido citrico reduce la produccidon de etileno del tejido vegetativo; debido a que
la conversion de acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) a etileno esta mediado por
la reaccion de radicales libres. Esta inhibicion de la produccion de etileno controla
eficazmente el moho gris, por ser un patdgeno que coloniza tejidos envejecidos y su

infeccion esta asociada al aumento de la produccion de etileno del tejido huésped (Elad,
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1992). Estos efectos ademas del producido en planta por el cobre y zinc, aumento el control
de la enfermedad, permitiendo presentar los tratamientos Fx-2S y Fx-1S un porcentaje de
severidad foliar y ABCPE menor a los tratamientos Zy-2S y Zy-1S en las semanas de

evaluacion.

El mecanismo de accion en multiples sitios del cobre, zinc y el acido citrico dificulta el
desarrollo de cepas resistentes de patdgenos. En oomicetos y hongos no se han reportado
resistencia a diversos compuestos de cobre segun lo informado por el Comité de Accién de
Resistencia a los Fungicidas. En el caso del Zn, su efecto antimicético se comprobd contra
diferentes grupos fitopatdgenos, como los ascomicetos (Botrytis cinerea, Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium graminearum, Penicillium expansum) (Kalia et al., 2020; La
torre et al., 2018). Por lo tanto, no se obtuvo un menor porcentaje de severidad foliar en los
tratamientos Zy-2S, Zy-1S, Fx-2S y Fx-1S debido a la desintegracion de las particulas

produciendo un menor efecto protector en las Gltimas semanas de evaluacion.

El producto utilizado como tratamiento TC2 fue Fontelis, un fungicida quimico traslaminar
y sistémico de amplio espectro de actividad (Farmagro, s.f.). Su ingrediente activo es el
penthiopyrad que actla en el complejo enzimatico Il de la cadena respiratoria mitocondrial;
por lo cual, el patégeno no puede producir energia vital (Martiagricola, 2017; Yanase et al.,
2013).
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Porcentaje de severidad de B.cinerea foliar
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Figura 22: Comportamiento temporal del porcentaje de severidad de B.cinerea en el follaje de TC2-
Penthiopyrad desde las 17 SDT a las 21 SDT, SDT: Semanas después del trasplante.

Las primeras cuatro semanas después de la ultima aplicacién, se mantuvo el efecto protector
del producto Fontelis, logrando disminuir los sintomas de la enfermedad foliar
comparandolo con el testigo (figura 22); lo cual resulté en un menor progreso de la
enfermedad con un valor de ABCP de 270.43, significativamente menor al testigo (T0) y los
tratamientos con los fertilizantes foliares probados (tabla 9). Esto debido a que el
penthiopyrad queda retenido por mayor tiempo en las ceras epicuticulares de hojas y frutos,
por sus propiedades lipofilicas; disminuyendo su lavado por lluvia o/y riego y favoreciendo
a un control residual del producto (Martiagricola, 2017).

Con la proteccion del ingrediente activo penthiopyrad en las primeras semanas después de
la aplicacion se redujo el porcentaje de severidad de B. cinerea en el follaje de 34.41 %
significativamente menor que el testigo con 79.46 % y de tratamientos fertilizantes foliares
probados a las 21 SDT (tabla 8). No se puede reducir la severidad de B. cinerea en el follaje
menor al 30%, debido a que se perdi6 el control residual. Ademas, el moho gris es un
patdgeno con la capacidad de desarrollar resistencia a fungicida en poco tiempo; de los 580

aislados de B. cinerea analizados en 27 fincas durante 2014, 2015 y 2016 en Huelva y
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Malaga, se detectaron cepas con resistencia medina para penthiopyrad (25%); pudiendo asi
posiblemente sobrevivir fuentes de indculo después de la ultima aplicacién. (Fernandez et
al., 2017).
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Figura 23: Comportamiento temporal del porcentaje de severidad de B. cinerea en el follaje de TC1-
Azoxystrobin y Flutriafol desde las 17 SDT a las 21 SDT, SDT: Semanas después del trasplante.

El producto utilizado como tratamiento TC1 fue Authority, un fungicida de amplio espectro
con dos ingredientes activos, azoxystrobin y flutriafol (CHEMINOVA, 2014). Azoxystrobin
inhibe la respiracion mitocondrial al unirse al citocromo bcl del hongo (Chuan-ging et al.,
2011; Leroux et al., 2010). Y flutriafol es un triazol que inhibe la biosintesis de esteroles
(Cotterill, 1991; Santana et al., 2009). Las primeras cuatro semanas después de la Ultima
aplicacion, se mantuvo el efecto protector del producto, logrando disminuir los sintomas de
la enfermedad foliar comparandolo con el testigo (figura 23); lo cual resulté en un valor de
ABCPE de 273.89, significativamente menor al tratamiento testigo y a los tratamientos con
los fertilizantes foliares (tabla 9) (CHEMINOVA, 2014).
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Con la proteccion de los ingredientes activos las primeras semanas después de la aplicacion
se redujo el porcentaje de severidad de B. cinerea en el follaje a 34.16 %, significativamente
menor que el testigo con 79.46 % y de tratamientos fertilizantes foliares probado a las 21
SDT. Si bien, la mezcla de dos ingredientes activos con diferente mecanismo de accion
azoxistrobina y flutriafol perteneciente al grupo 3 y grupo 11 del FRAC respectivamente;
permite disminuir la capacidad de desarrollar cepas resistentes del patégeno (US EPA,
2015). Se encontro cepas resistentes a la azoxistrobina en B. cinerea con una frecuencia de
1,14% para la fresa en Xiasha, Zhejiang (Chuan-ging et al., 2011); sobreviviendo asi
posiblemente fuentes de indculo semanas después de la ultima aplicacion y con la
desintegracion de los ingredientes activos no se puedo reducir la severidad de B. cinerea en

el follaje menor al 30 %.
4.2.3 Incidencia de Botrytis cinerea en flores

La evaluacion de este parametro comenzé a las 8 SDT, pero recién alas 13 SDT se detectaron
los primeros valores en el TO, presentando este Gltimo en las siguientes evaluaciones los
mayores valores, seguido de Zy-2S y Fx-2S. Los tratamientos foliares con aplicaciones
semanales Zy-1S y Fx-1S; ocuparon el cuarto y quinto lugar en todas las evaluaciones. Por

otro lado, los tratamientos con fungicidas quimicos obtuvieron los menores valores.

Tabla 10: Promedio del porcentaje de incidencia de B. cinerea en flores de los bloques de todos los

tratamientos en las semanas de evaluacion, SDT: Semanas después del trasplante

Tratamiento  Codigo 13SDT 14SDT 15SDT 16SDT 17SDT 18 SDT

0 TO 052% 470% 2064% 2513% 2998% 32.33%

1 Zy-1S 0% 315% 1381% 17.29% 2155% 26.70%
2 Fx-1S 0% 262% 1316% 1387% 1530% 23.02%
3 Zy-2S 0% 238% 1889% 2342% 2626% 30.72%
4 Fx-2S 0% 236% 13.75% 16.70% 1850% 27.28%
5 TC1 0% 0% 1.38 % 5.06 % 732% 12.24%
6 TC2 0 % 0% 1.67 % 5.43 % 8.61% 12.90 %

A las 18 SDT el tratamiento TO tuvo el mayor porcentaje de incidencia de B. cinerea en
flores con un promedio de 32.33 %, seguido de Zy-2S con un promedio de 30.72 %. El
tercero, cuarto y quinto con mayor valor fue el Fx-2S, Zy-1S y Fx-1S con promedios de
27.28 %, 26.70 % y 23.02 % respectivamente. Finalmente, los dos menores valores fueron
el TC2y TC1 con 12.90 % y 12.24 % respectivamente (tabla 11).
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Tabla 11: Resultados promedio del porcentaje de incidencia de Botrytis cinerea en flores de cada
tratamiento a las 18 semanas después del trasplante (18 SDT), con la comparacién de medias de Tukey

auno=0.05

. Porcentaje de incidencia de
Frecuencia de

Tratamiento ~ Cddigo Ingrediente activo L B. cinerea en flores a las18
aplicacion

SDT (%)
0 TO - - 32.33a
3 Z2y-2S Cu+Zn Cada 2 semanas 30.72a
4 Fx-2S Cu+Zn+Ac.citrico Cada 2 semanas 27.28 a
1 Zy-1S Cu+Zn Cada semana 26.70 a
2 Fx-1S Cu+Zn+Ac.citrico Cada semana 23.02a
6 TC2 Penthiopyrad Cada semana 1290 b

Azoxystrobin y
5 TC1 ) Cada semana 12.24 b
Flutriafol

C.V. (%): 18.31
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Figura 24: Porcentaje de incidencia de Botrytis cinerea en flores de cada tratamiento a las 18 semanas

o

después del trasplante (18 DDT), con la comparacion de medias de Tukey a un a = 0.05 en el porcentaje

de incidencia.
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4.2.4 Incidencia de Botrytis cinerea en frutos

La evaluacion de este parametro comenzé a las 8 SDT, pero recién alas 14 SDT se detectaron
los primeros valores en Fx-2S y Fx-1S con 0.14% y 0.03% respectivamente. A las 16 SDT,
Zy-2S 'y Zy-1S tuvieron los mayores valores con 0.20% para los dos, aparecieron frutos
infectados en TC2 y TC1 a las 17 SDT con una incidencia de 0.07% y 0.05. TO super6 a
todos los otros tratamientos a las 17 y 18 SDT con valores de 0.49% y 1.75%

respectivamente (tabla 12).

En la ultima evaluacion (19 SDT), el tratamiento TO tuvo el mayor porcentaje de incidencia
con un promedio de 1.67 %, seguido de Fx-2S con un promedio de 1.33 %. El tercero, cuarto
y quinto con mayor valor fue el Zy-2S, Zy-1S y Fx-1S con promedios de 1.26 %, 0.84 %y
0.71 % respectivamente. Finalmente, los dos menores valores fueron el TC1y TC2 con 0.38

% y 0.32 % respectivamente.

Tabla 12: Promedio del porcentaje de incidencia de B. cinerea en frutos de los bloques de todos los

tratamientos en las semanas de evaluacion, SDT: Semanas después del trasplante

Tratamiento  Cddigo 14SDT 15SDT 16SDT 17SDT 18SDT 19SDT

0 TO 0.00 % 0.04 % 0.07 % 0.49 % 1.75% 1.67 %
Zy-1S 0.00 % 0.13% 0.20 % 0.39 % 1.18% 0.84 %
Fx-1S 0.03 % 0.08 % 0.14 % 0.30 % 0.88 % 0.71%
Zy-2S 0.00 % 0.00 % 0.20 % 1.11% 1.68 % 1.26 %
Fx-2S 0.14 % 0.11% 0.15% 0.39 % 1.26 % 1.33%

TC1 0.00 % 0.00 % 0.03 % 0.05 % 0.11 % 0.38 %

TC2 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.07 % 0.13 % 0.32 %

OOl WN B

En el experimento se registrd sintomas en flores y frutos a partir de las 13 SDT, esto debido
a que la presencia de una leve precipitacion en las 12 SDT favorecio a la esporulacion y
dispersion del indculo por el agua libre en la superficie del tejido (figura 18), a pesar de no
presentar periodos largos de alta humedad (>90%) y temperatura de 20°C para la infeccion
de flores y frutos (Molina et al., 2004). Por lo cual, al humedecer la flor se crea un medio
favorable para el desarrollo rapido del hongo, si se mantiene por largos periodos el hongo
esporula cubriendo toda la flor con una masa gris (Chaves & Wang, 2004, De Granada, 1992;
La torre et al., 2002; Molina et al.,2004).

Ademas, como la floracién empezo a las 7 SDT vy fructificacion a las 9 SDT, hubo flores
senescentes y frutos maduros que son susceptibles a la penetracion del patdgeno, al ser
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Botrytis cinerea un patégeno necrotrofico oportunista que coloniza facilmente tejidos
débiles, dafiados, senescentes o muertos. Y la resistencia de los tejidos particularmente en
frutas y flores, disminuye con el envejecimiento o la maduracion (Cristescu et al., 2002;
Elad & Evensen, 1995)

No se report6 alto indice de incidencia en frutos, no mayor a 2%, en todos los tratamientos
hasta la Gltima semana de evaluacion (tabla 12); debido a que, los frutos inmaduros son
resistentes a la pudricion por B. cinerea, volviéndose cada vez mas susceptible con la
maduracion (Shah et al., 2012). Durante la cosecha, iniciada las 17 SDT, se extraian frutos
semimaduros con una coloracién de epidermis acaramelada, esto disminuyé la cantidad de

frutos maduros susceptibles a la infeccion.

Ademas, el grosor de la cuticula de los frutos del tomate proporciona resistencia mecanica a
la penetracion al moho gris, tomando mas tiempo su degradacion por el patdgeno. Cuando
la cuticula esta intacta evita la difusion de soluciones celulares, limitando la disponibilidad
de agua y nutrientes en la superficie de la planta. También, la hidrofobicidad de las ceras
cuticulares reduce la acumulacion de agua en la superficie del tejido por Iluvia, riego o

condensacion (Elad & Evensen, 1995).
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Porcentaje de incidencia de B.cinerea en flores
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Figura 25: Comportamiento temporal del porcentaje de incidencia de B.cinerea en flores de Zy-1S, Fx-
1S, Zy-2S y Fx-2S desde la 13 SDT a las 18 SDT, SDT: Semanas después del trasplante.

Con respecto a la incidencia de B. cinera en flores; aunque la Gltima aplicacion fue realizada
alas 16 SDT, no se reportd una significativa reduccion de la incidencia en flores con respecto
al testigo, con valores a las 18 SDT de 26.70%, 30.72% y 32.33 para Zy-1S, Zy-2Sy TO
respectivamente; a pesar de que, las particulas de cobre y el zinc dafian al patdégeno (Kalia
et al., 2020; La torre et al., 2018; Rai et al., 2018). Debido a que la aspersion de la solucion
debe caer y cubrir a toda la flor para evitar cualquier infeccion, ya que el dafio causado por
B. cinerea en flor conlleva a una pérdida de estructura (Mauricio, 2018). Ademas, como
generalmente las flores se ubicaban detras de las hojas, la mayoria de las particulas que
proporcionaban un efecto protector quedaban retenidas en el follaje.

La estructura de la flor es de poca duracién (Cristescu et al., 2002; Elad & Evensen, 1995);
por ello, tampoco se aprovecho a largo plazo el efecto en planta del cobre, por su induccion
de peroxidasas que proveen resistencia a patogenos y fortalecimiento de la pared celular por
la acumulacion de lignina y suberina (Chmielowska et al., 2010; Rai et al., 2018). Ni del
zinc, al desintoxicar los radicales de superoxidos evitando la falta de estructura y posterior
fuga de compuestos de bajo peso molecular como carbohidratos (Cabot et al., 2019; Singh
et al., 20189).
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En los tratamientos Fx-1S y Fx-2S que ademas contar con el efecto antifingico de las
particulas cobre y el zinc, se adiciono el efecto del &cido citrico. Un antioxidante que capta
radicales libres generados por tejidos infectados por el patégeno o envejecimiento, para
formar compuestos inofensivos y retrasar el desarrollo de la enfermedad (Elad, 1992;
Elkorany & Mohamed, 2008). Este efecto adicional del &cido citrico redujo notoriamente el
porcentaje de incidencia en flor en comparacion con el testigo; desde la primera semana de
aplicacion hasta la dltima (16 SDT). Despues su efecto se vio notablemente reducido siendo
las 17 y 18 SDT los puntos de inflexion, habiendo una menor reduccion en el tratamiento
Fx-1S por las aplicaciones semanales (figura 25). Por ello y al no evidenciar el efecto
protector de cobre y zinc por lo explicado anteriormente, no se reportd una significativa
reduccion de la incidencia en flores con respecto al testigo, con valores a las 18 SDT de
23.02 %, 27.28% y 32.33 para Fx-1S, Fx-2S y TO respectivamente.

El fungicida de amplio espectro utilizado para el tratamiento TC1 fue Authority, que impide
el desarrollo micelial y la germinacion de esporas por sus dos ingredientes activos,
azoxystrobin al inhibir la respiracién mitocondrial y flutriafol la biosintesis de bioesteroles
(CHEMINOVA, 2014). Y para TC2 fue el Fontelis con su ingrediente activo penthiopyrad
que inhibe la succinato deshidrogenasa (SDHI), por lo cual, el patégeno no puede producir

energia vital en forma de ATP (Farmagro, s.f; Yanase et al., 2013).
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Figura 26: Comportamiento temporal del porcentaje de incidencia de B.cinerea en flores de TC1y TC2
desde las 13 SDT a las 18 SDT, SDT: Semanas después del trasplante.

Con la proteccién de los ingredientes activos de TC1y TC2 y desde las 8SDT hasta las 16
SDT, y su accion preventiva, curativa con propiedades translaminares y sistémicas que se
esparce por todo la estructura de la flor (CHEMINOVA, 2014; Farmagro, s.f;). Hubo notable
reduccion de la incidencia de B. cinerea en flores en comparacion con el testigo en las 6
semanas de evaluacion (figura 26); reportando en las 18 SDT incidencia en las flores de
12.90 % y 12.24 % significativamente menor que el testigo con 32.33 % y de tratamientos
fertilizantes foliares. No se reportaron valores menores debido a que la susceptibilidad en la
infeccion de flores, aumenta con el envejecimiento (Cristescu et al., 2002; Elad & Evensen,
1995). Y el dafio causado por B. cinerea en flor conlleva a una pérdida de la estructura sin

oportunidad de recuperar la flor a través de alguna medida fitosanitaria (Mauricio, 2018).
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% de calidad comercial de fruto

4.25 Calidad comercial de los frutos

Los frutos de la segunda, tercera, cuarta, quinta y sexta cosecha fueron clasificados de
acuerdo a la calidad comercial, segun los rangos establecido para el mercado nacional (figura
27).

100.0
90.0
80.0
70.0
60.0 o
12.6 '
50.0 15.3
32 14.4 e 12.0 -
40.0 3.8 24 14.0
28 35
30.0 33
47.4
435
200 e 35.1 38.7 35.1 30,9
10.0
0.0
TO Zy-1S Fx-1S Z2y-2S Fx-2S TC1 TC2
No comercial m Tercera (<50 g) Segunda (50-100 g) = Primera (>100 g)

Figura 27: Promedio del porcentaje de frutos de cada tratamiento clasificado en: a) Primera: Frutos sin
dafios de enfermedades y plagas con un peso mayor de 100 g, b) Segunda: Frutos sin dafios de
enfermedades y plagas con un peso entre 50-100 g, ¢) Tercera: Frutos sin dafios de enfermedades y plagas
con un peso menor a 50 g y d) No comercial: Fruto con dafio fisico, de plaga o enfermedad (Gonzales,
2016).

4.2.6 Rendimiento

En total se realizaron siete cosechas desde las 16 SDT a las 22 SDT; en la tercera, cuarta 'y

quinta cosecha se obtuvieron los mayores pesos de frutos (tabla 13).
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Tabla 13: Promedio del peso de frutos de las siete cosechas (t/ha) de los bloques de todos los tratamientos

Tratamiento  Cddigo 16SDT 17SDT 18SDT 19SDT 20SDT 21SDT 22SDT

0 TO 2.94 1.86 8.38 13.47 15.10 5.87 1.50
1 Zy-1S 2.62 1.97 7.10 10.86 10.12 6.64 1.57
2 Fx-1S 2.54 2.09 6.71 10.50 17.30 8.49 2.67
3 Z2y-2S 2.75 1.45 7.26 10.69 9.88 6.59 1.41
4 Fx-2S 2.88 1.39 7.0 14.86 16.50 9.62 3.66
5 TC1 2.29 1.19 7.09 15.84 15.56 11.21 4.43
6 TC2 2.14 1.40 7.40 13.31 17.87 10.28 5.35

Tabla 14: Rendimiento promedio de los bloques de todos los tratamientos, con la comparacion de medias

de Tukey a un a = 0.05

Frecuencia de

Tratamiento  Cddigo Ingrediente activo o Rendimiento (t/ha)
aplicacion
6 TC2 Penthiopyrad Cada semana 57.75a
5 TC1 Azoxystrobin y Flutriafol Cada semana 57.60 a
4 Fx-2S Cu+Zn+Ac.citrico Cada 2 semanas 55.90 a
2 Fx-1S Cu+Zn+Ac.citrico Cada semana 50.32 a
0 TO - - 49.12 a
1 Zy-1S Cu+Zn Cada semana 40.90 a
3 Zy-2S Cu+Zn Cada 2 semanas 40.02 a

C.V. (%): 19.99
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Figura 28: Rendimiento (t/ha) todos los tratamientos, con la comparacién de medias de Tukey a un a =
0.05.

A pesar de no presentar diferencia significativa de rendimiento ningun tratamiento con el
testigo (tabla 14), cabe resaltar los tratamientos con valores de rendimiento mayores a 50
t/ha. Como los tratamientos Fx-1S y Fx-2S con valores de rendimiento 50.32 y 55.90 t/ha
(figura 28) y con casi 50% de calidad comercial primera diferente al 40% del testigo, por el

efecto de los antioxidantes que pueden mejorar el rendimiento y calidad (Elkorany &
Mohamed, 2008).

También los tratamientos TC2 y TC1 con valores de 57.75 y 57.60 t/ha respectivamente
(figura 28) y con casi 50% de calidad comercial primera diferente al 40% del testigo. Esto
debido a la reduccién significativa en la severidad foliar en el periodo de cosecha,
disminuyendo el dafio causado por B. cinerea en las hojas y estas pueden realizar una
fotosintesis eficiente. Ademas, la reduccién significativa de la incidencia en flores permitio
tener mayores flores que luego pueden convertirse en frutos.
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% de escala de fitotoxicidad

4.2.7 Fitotoxicidad

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la fitotoxicidad de cada tratamiento una semana

después de acabar con las siete aplicaciones, se especifica en la figura 29.
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Figura 29: Porcentaje promedio de fitoxicidad de cada tratamiento evaluada una semana después de
acabar con las siete aplicaciones. Se utilizd la escala de Alzate et al. (2009) de 0 a 5: a) Escala 0: Planta
iguales al testigo absoluto; b) Escala 1: Leve clorosis y presencia de pecas; ¢) Escala 2: Clorosis acentuada
y ligera reduccion distinguible en el crecimiento o presencia de pocas manchas; d)Escala 3: Inhibicién
del crecimiento, clorosis marcada y anormalidades morfoldgicas; €) Escala 4: Planta muy afectada sin
posibilidad de recuperacion, pero hay aun presencia de tejido verde y f) Escala 5: Necrosis y muerte de

planta.

Con laaplicacion foliar de los tratamientos Zy-1S, Zy-2S, Fx-1S y Fx-2, hubo un incremento
de cobre y zinc en los tejidos de la planta, principalmente hojas. La concentracion elevada
de cobre celular conduce en un aumento de las concentraciones reactivas de oxigeno (ROS),
como el peréxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (OH") causando estrés
oxidativo, evidenciandose en las hojas sintomas de clorosis, manchas necréticas y
guemaduras en los margenes (Lamichhane et al., 2018; La Torre et al., 2018). Y la
fitotoxicidad del zinc disminuye la translocacion de hierro (Fe), manifestdndose en una
disminucion de los niveles de clorofila (clorosis) (Cabot et al., 2019; Rout & Das, 2003).
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Como los sintomas de fitotoxicidad de estos nutrientes se evidencian principalmente en las
hojas, se clasifico esta en cinco escalas especificas y los resultados se muestran en la figura
29. Con los fertilizantes foliares, dosis y periodo de aplicacion utilizados en el experimento,

se reportd en la investigacion solo hojas con sintomas de escala 1 (figura 30).

De acuerdo a la figura 29, los tratamientos Fx-1S y Fx-2S presentaron menor porcentaje de
hojas con fitotoxicidad escala 1 comparado con los tratamientos Zy-1S y Zy-2S, debido a la
proteccion dada por el &cido citrico al captar radicales libres producto del dafio al tejido y
formar compuestos inofensivos (Elkorany & Mohamed, 2008). Por otro lado, se detect6
mayor por porcentaje de hojas con fitotoxicidad escala 1 en las aplicaciones semanales de
los fertilizantes foliares, Zy-1S y Fx-1S, por una mayor concentracion de cobre y zinc en las

hojas.

En los tratamientos TC1 y TC2 no se detectaron plantas con algun sintoma de toxicidad,
debido a la dosis usada en el experimento fue la sefialada por la ficha técnica de los productos
para Botrytis cinerea en tomate (tabla 2). Para TC1 se sefiala la dosis de 0.5 I/ha 'y para TC2

la dosis de 1 I/ha (Farmagro, s.f; Farmex, 2019).

Figura 30: Hojas con fitotoxicidad escala 1(leve clorosis y presencia de pecas), encontrados en el

experimento.
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V. CONCLUSIONES

Bajo condiciones de laboratorio; los tratamientos foliares mostraron un mayor
efecto antifingico significativo en el didmetro del crecimiento micelial de Botrytis
cinerea (mm) a los 6 DDI con respecto al testigo. Siendo los de mayores valores
T3- Cu + Zinc + Acido citrico 0.5l/cil y T2- Cu + Zinc 1 I/cil superando al 90%. EI
Unico tratamiento quimico probado T4-Boscalid 250g/cil fue el de menor efecto
antifangico, no difiriendo significativamente con el TO-Testigo.

Bajo las condiciones agroecoldgicas de La Molina; la aplicacion directa de los
fertilizantes foliares, a excepcion del Zy-2S, mostraron un efecto significativo en la
reduccion del porcentaje de severidad de B. cinerea en el follaje a las 21 SDT y en
los valores de ABCPE con respecto al testigo. Presentando un mayor control en
aquellos tratamientos que se aplicaron semanalmente el fertilizante foliar. Por otro
lado, no hubo efecto significativo de los tratamientos foliares en la reduccion del
porcentaje de incidencia de Botrytis cinerea en flores ni en frutos.

Bajo las condiciones agroecoldgicas de La Molina; los tratamientos Fx-1S y Fx-2S
presentaron mayores valores de rendimiento y porcentaje de calidad comercial
comparado con el testigo. Por otro lado, todos los tratamientos foliares presentaron
cierto porcentaje de fitotoxicidad de escala 1; detectandose mayor porcentaje en

aquellos tratamientos que se aplicaron semanalmente el fertilizante foliar.



V1. RECOMENDACIONES

e Se ha demostrado que la cepa utilizada por Botrytis cinerea presentd resistencia al
fungicida quimico T4-Boscalid 250g/cil, bajo condiciones de laboratorio. Lo cual
seria recomendable confirmar los resultados con un experimento bajo condiciones
de campo en cultivos que presenten fuerte ataque de este patbgeno como son

arandano, fresa, tomate, entre otros.

e Se ha comprobado que la aspersion de las particulas antifingicas debe estar presente
en toda la superficie de la planta para un mayor control. Por lo tanto, seria
recomendable probar los mismos productos en mas semanas de aplicacion y con

maquinas aspersoras que puedan cubrir toda la planta.

e Probar otros fertilizantes foliares con composiciones de Cu, Zn 'y 4cido citrico para

conocer su efecto en el control de otros patdgenos y en diferente cultivo.
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VI1Il. ANEXOS

Anexo 1: Labores de campo realizadas en el ensayo, en el periodo mayo-2020 a noviembre-2020.

Fecha Actividad Caracteristicas

16/05 Almaécigo Sustrato 1 arena:2 musgo:2 remix

16/06 Preparacion de terreno 10 camellones de 1.5 m entre camellon y 40 m de largo

18/06 Riego Requerimientos del cultivo

19/06 Marcado de terreno Insumos: Cal y huincha

20/06 Trasplante Distancia entre plante de 0.6 m
Producto Envivo (i.a. virus de la poliedrosis multiple

25/06 Fumigacion nuclear)

25/06 Azufrado Puntos de crecimiento

26/06 Trampas amarillas 22 trampas en todo el terreno

30/06 Llenado de estiércol 35 sacos de compost

02/07 Riego Requerimientos del cultivo

03/07 Desmalezado Manual

04/07 Desmalezado Manual

04/07 Recalce 11 plantulas

07/07 Abonado 20 t/ha de compost

07/07 Cambio de surco Tractor

08/07 Fumigacion Dipel 1:1000

10/07 Azufrado y desentierro Puntos de crecimiento

18/07 Riego Requerimientos del cultivo

18/07 Azufrado Puntos de crecimiento

25/07 Formacion de botones florales

25/07 Desmalezado Manual

27/07 Fumigacion Envivo

29/07 Cultivadora Tractor

30/07 Azufrado Puntos de crecimiento

01/08 Paneles y calculo de agua Tratamientos

04/08 Riego Requerimientos del cultivo

06/08 Fumigacion Envivo

08/08 Azufrado Puntos de crecimiento

08/08 Huecos para fertilizacion En fondo de surco

08/08 Floracion

12/08 Fertilizacion 20-20-20

15/08 Aplicacion de los tratamientos 1° aplicacion

15/08 Azufre Puntos de crecimiento

15/08 Fructificacion

15/08 Riego Requerimientos del cultivo

20/08 Fumigacion Envivo



22/08 Desmalezado No se aplicd 2° aplicacion de los tratamientos

28/08 Fumigacion Envivo

29/08 Aplicacion de los tratamientos 3° aplicacion

29/08 Azufrado Puntos de crecimiento
05/09 Riego Requerimientos del cultivo
05/09 Aplicacion de los tratamientos 4° aplicacion

05/09 Azufrado Puntos de crecimiento
11/09 Fumigacion Envivo

12/09 Aplicacion de los tratamientos 5° aplicacion

15/09 Riego Requerimientos del cultivo

19/09 Aplicacion de los tratamientos 6° aplicacion
Mezcla de 1 kg de azucar en agua, 1 litro de agua potable y

22/09 Trampas para mosca 10ml de spinosad (30 trampas)
24/09 Riego Requerimientos del cultivo
26/09 Aplicacion de los tratamientos 7° aplicacion

30/09 Fumigacion Piretrina

3/10  Aplicacion de los tratamientos 8° aplicacion

6/10 Cosecha 1° cosecha

7/10  Fumigacion Piretrina

13/10 Riego Requerimientos del cultivo
13/10 Cosecha 2° cosecha

17/10 Evaluacion Incidencia y severidad
17/10 Desmalezado Manual

20/10 Cosecha 3° cosecha

22/10 Riego Requerimientos del cultivo
24/10 Evaluacion Incidencia y severidad
27/10 Cosecha 4° cosecha

31/10 Cosecha 4° cosecha

3/11 Cosecha 5° cosecha

3/11 Riego Requerimientos del cultivo
4/11 Cosecha 5° cosecha

10/11 Cosecha 6° cosecha

14/11 Cosecha 7° cosecha

Anexo 2: Fuentes de variabilidad y grados de libertad del disefio experimental en laboratorio.

Fuentes de variabilidad Grados de libertad

Tratamientos 4
Error experimental 15
Total 19
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Anexo 3: Didmetro del crecimiento micelial de Botrytis cinerea (mm) en las 5 evaluaciones de todos los

tratamientos, DDI: Dias después de inoculacion.

Tratamiento Repeticion 1DDI 2 DDI 3 DDI 4 DDI 6 DDI
R1 12.50 40.00 63.50 73.50 80.00
TO R2 8.00 36.50 59.50 68.50 80.00
Testigo R3 11.50 39.00 61.50 72.50 80.00
R4 9.00 34.50 56.50 69.50 80.00
R1 2.00 4.00 6.00 12.00 23.00
T1 R2 1.00 4.00 6.50 10.50 24.50
Cu + Zinc 0.5 I/cil R3 2.50 4.50 8.00 12.00 28.50
R4 1.50 5.00 7.00 11.50 23.50
R1 0.00 0.50 2.00 3.00 3.50
T2 R2 0.00 1.00 2.00 2.50 4.00
Cu + Zinc 1 I/cil R3 0.00 0.00 2.00 3.00 4.00
R4 1.00 1.50 3.00 4.00 4.50
3 R1 0.00 1.00 1.00 1.00 1.00
CU + Zine + Acido citrico 0.5 R2 0.00 1.00 1.00 1.50 1.50
\/cil R3 0.00 1.00 1.00 1.50 1.50
R4 0.00 1.00 1.50 2.00 2.00
R1 2.50 22.00 36.00 47.50 79.50
T4 R2 3.50 20.50 26.50 46.50 75.50
Boscalid 250 g/cil R3 8.50 27.00 38.00 52.00 77.00
R4 5.50 23.00 40.50 54.00 80.00

Anexo 4: Andlisis de variancia del crecimiento micelial en mm de Botrytis cinerea a los 6 dias después de

inoculacion (6

DDI) del medio envenenado realizado en el programa estadistico R-Studio.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tratamiento 4 24096 6024 2723 <2e-16 ***
Residuals 15 383 2

Signif. codes: 0 “****0.001 “**’ 0.01 “** 0.05 . 0.1 " 1
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Anexo 5: Prueba de comparacion de Tukey a un a = 0.05 del crecimiento micelial (mm) de Botrytis

cinerea a los 6 dias después de inoculacion (6 DDI) del medio envenenado realizado en el programa

estadistico R-Studio.

Mean Square Error: 2
Tratamiento, means

Dt stdr Min Max
Testigo 80.000 0.0000000 4 80.0 80.0
Trat-1 24.875 2.4958299 4 23.0 28.5

Trat-2 4.000 0.4082483 4 3.5 4.5
Trat-3 78.000 3.6285902 4 75.5 80.0
Trat-4 1.500 0.40824834 1.0 2.0

Alpha: 0.05 ; DF Error: 15
Critical Value of Studentized Range: 4.366985
Minimun Significant Difference: 3.087924

Treatments with the same letter are not significantly different.
Dt groups
Testigo 80.000 a
Trat-4 78.000 a
Trat-1 24875 b
Trat-2 4000 c
Trat-3 1.500 ¢

Anexo 6: Fuentes de variabilidad y grados de libertad del disefio experimental en campo.

Fuentes de variabilidad Grados de libertad

Tratamientos 6
Bloques 3
Error experimental 18
Total 27

Anexo 7: Porcentaje de incidencia de Botrytis cinerea en follaje de todos los tratamientos, SDT: Semanas

después del trasplante.

Tratamiento  Bloque 6SDT 7SDT 17SDT 18 SDT 19 SDT

Bl 0% 0% 35.71% 100.00%  100.00%

TO B2 0% 0% 33.33% 100.00%  100.00%
Testigo B3 0% 0% 33.33% 100.00%  100.00%
B4 0% 0% 7.14%  100.00% 100.00%
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B1 0% 0%  27.38% 100.00%  100.00%

Zy-1S B2 0% 0%  33.33% 100.00%  100.00%
B3 0% 0%  3333% 93.33%  100.00%

B4 0% 0%  33.33% 100.00%  100.00%

B1 0% 0%  7.69%  100.00%  100.00%

FX-1S B2 0% 0%  26.92%  93.33%  100.00%
B3 0% 0%  21.43% 100.00%  100.00%

B4 0% 0%  13.33%  100.00%  100.00%

B1 0% 0%  14.29% 100.00%  100.00%

2y-25 B2 0% 0%  0.00% 100.00%  100.00%
B3 0% 0%  12.26% 100.00%  100.00%

B4 0% 0%  53.85% 100.00%  100.00%

B1 0% 0%  21.43% 100.00%  100.00%

- B2 0% 0%  20.00% 100.00%  100.00%
B3 0% 0%  14.29% 100.00%  100.00%

B4 0% 0%  27.39%  100.00%  100.00%

B1 0% 0%  33.33% 80.00%  100.00%

el B2 0% 0%  13.33%  80.00%  100.00%

B3 0% 0% 3333% 66.67%  100.00%

B4 0% 0%  0.00%  46.67%  100.00%

B1 0% 0%  20.00% 46.67%  100.00%

e B2 0% 0%  000%  66.67%  100.00%

B3 0% 0%  6.67% 66.67%  100.00%

B4 0% 0%  6.67%  40.00%  100.00%

Anexo 8: Porcentaje de severidad de Botrytis cinerea en follaje de todos los tratamientos, SDT: Semanas

después del trasplante.

Tratamiento Bloque 6SDT 7SDT 17SDT 18SDT 19SDT 20SDT 21SDT
B1 0% 0% 036% 5.00% 30.71% 63.21% 76.43%

TO B2 0% 0% 033% 4.07% 23.00% 61.00% 75.67%
Testigo B3 0% 0% 047% 480% 26.67% 64.00% 79.67%
B4 0 % 0% 0.07% 4.14% 22.86% 70.00% 86.07%

Bl 0% 0% 033% 393% 18.00% 56.67% 69.00%

Zy-1S B2 0% 0% 0.07% 227% 16.20% 44.67% 59.67%
B3 0% 0% 027% 2.00% 11.67% 33.33% 54.67%

B4 0 % 0% 0.08% 2.69% 11.54% 46.92% 70.00%

Bl 0% 0% 021% 264% 657% 23.93% 56.43%

FX-1S B2 0% 0% 013% 140% 547% 31.67% 59.00%
B3 0% 0% 015% 1.79% 8.29% 36.79% 60.00%

B4 0 % 0% 0.00% 227% 10.40% 41.00% 68.00%

Zy-2S B1 0% 0% 054% 531% 4154% 65.00% 87.69%
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B2 0% 0% 0.21% 2.43% 22.14% 57.86% 76.07%
B3 0% 0% 0.20% 3.60% 22.00% 50.00% 68.33%
B4 0% 0% 0.14% 3.36% 18.21% 57.50% 74.29%
Bl 0% 0% 033% 3.93% 18.67% 50.00% 68.67%
Fx.2S B2 0% 0% 0.13% 2.13% 11.07% 39.67% 62.67%
B3 0% 0% 033% 3.73% 15.00% 40.33% 66.00%
B4 0 % 0 % 0.00% 2.27% 10.20% 50.00% 70.33%
Bl 0% 0% 0.00% 1.07% 5.67% 19.67% 35.00%
TC1 B2 0% 0% 0.07% 1.00% 4.80% 15.33% 33.67/%
B3 0% 0% 0.07% 0.93% 4.80% 13.33% 31.00%
B4 0 % 0 % 0.00% 0.53% 2.64% 18.33% 37.00%
Bl 0% 0% 0.07% 0.67% 3.60% 15.67% 33.33%
TC2 B2 0% 0% 0.13% 0.93% 4.07% 16.33% 34.33%
B3 0% 0% 0.00% 0.80% 6.87% 19.00% 35.33%
B4 0 % 0 % 0.00% 0.40% 3.27% 14.00% 34.67%

Anexo 9: Analisis de variancia del porcentaje de severidad de Botrytis cinerea en follaje a 21 semanas

después del trasplante (21 SDT) realizado en el programa estadistico R-Studio.

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
Bloque 3 195 65.1  3.227 0.0471*

Residuals 18 363 20.2

Signif. codes: 0 “****(0.001 “**’ 0.01 “** 0.05°.0.1 " 1

Tratamiento 6 8132 13554 67.145 2.43e-11***

Anexo 10: Prueba de medias de Tukey a un a = 0.05 del porcentaje de severidad de Botrytis cinerea en

follaje a 21 semanas después del trasplante (21 SDT) realizado en el programa estadistico R-Studio.

Study: SH ~ trt
HSD Test for SH

Mean Square Error: 20.2
Tratamiento, means

SH std r Min Max

Fx-1S 60.8575 4.9934515 4 56.43 68.00
Fx-2S 66.9175 3.3466140 4 62.67 70.33
TO  79.4600 4.7357224 4 75.67 86.07
TC1l 34.16752.5163913 4 31.00 37.00
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TC2 34.4150 0.8340064 4 33.33 35.33
Zy-1S 63.3350 7.4168479 4 54.67 70.00
Zy-2S 76.5950 8.1034540 4 68.33 87.69

Alpha: 0.05 ; DF Error: 18
Critical Value of Studentized Range: 4.673132
Minimun Significant Difference: 10.50156

Treatments with the same letter are not significantly different.
SH groups
TO 79.4600 a
Zy-2S76.5950 ab
Fx-2S 66.9175 bc
Zy-1S63.3350 ¢
Fx-1S 60.8575 ¢
TC2 344150 d
TC1 341675 d

Anexo 11: Resultados de los valores de ABCPE de Botrytis cinerea en el follaje de cada tratamiento desde
la17 SDT a 21 SDT.

Traamiento  Blogue L8 18-19 19-20 20-21 ABCPE
SDT SDT SDT SDT

B1 18.75 125.00 328.75 488.75 961.25

TO B2 15.40 94.73 294.00 478.33 882.47

Testigo B3 18.43 110.13 317.33 502.83 948.73

B4 14.75 94.50 325.00 546.25 980.50

B1 14.93 76.77 261.33 439.83 792.87

Zy-1S B2 8.17 64.63 213.03 365.17 651.00

B3 7.93 47.83 157.50 308.00 521.27

B4 9.69 49.81 204.62 409.23 673.35

B1 10.00 32.25 106.75 281.25 430.25

FX-1S B2 5.37 24.03 129.97 317.33 476.70

B3 6.79 35.25 157.75 338.75 538.54

B4 7.93 44.33 179.90 381.50 613.67

B1 20.46 163.96 372.88 534.42  1091.73

2y-25 B2 9.25 86.00 280.00 468.75 844.00

B3 13.30 89.60 252.00 414.17 769.07

B4 12.25 75.50 265.00 461.25 814.00

B1 14.93 79.10 240.33 415.33 749.70

Exoos B2 7.93 46.20 177.57 358.17 589.87

B3 14.23 65.57 193.67 372.17 645.63

B4 7.93 43.63 210.70 421.17 683.43

TC1 Bl 3.73 23.57 88.67 191.33 307.30
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B2 3.73 20.30 70.47 171.50 266.00
B3 3.50 20.07 63.47 155.17 242.20
B4 1.87 11.12 73.42 193.67 280.07
Bl 2.57 14.93 67.43 171.50 256.43
TC? B2 3.73 17.50 71.40 177.33 269.97
B3 2.80 26.83 90.53 190.17 310.33
B4 1.40 12.83 60.43 170.33 245.00

Anexo 12: Analisis de variancia de los valores de ABCPE de Botrytis cinerea en el follaje de cada

tratamiento desde la 17 SDT a 21 SDT realizado en el programa estadistico R-Studio.

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
Bloque 3 36886 12295 2.096 0.137
Tratamiento 6 1705278 284213  48.443  3.85e-10 ***

Residuals 18 105606 5867

Signif. codes: 0 “****0.001 “*** 0.01 “** 0.05 .’ 0.1 <’ 1

Anexo 13: Prueba de medias de Tukey a un o = 0.05 de los valores de ABCPE de Botrytis cinerea en el

follaje de cada tratamiento desde la 17 SDT a 21 SDT realizado en el programa estadistico R-Studio.

Study: ABCPE ~ trt
HSD Test for ABCPE

Mean Square Error: 5867
Tratamiento, means

ABCPE std r Min Max
Fx-1S 514.7900 79.45476 4 430.25 613.67
Fx-2S 667.1575 67.11892 4 589.87 749.70
TO 943.2375 42.56681 4 882.47 980.50
TC1 273.8925 27.20863 4 242.20 307.30
TC2 270.4325 28.48922 4 245.00 310.33
Zy-1S 659.6225 111.29406 4 521.27 792.87
Zy-2S 879.7000 144.66824 4 769.07 1091.73

Alpha: 0.05 ; DF Error: 18
Critical Value of Studentized Range: 4.673132
Minimun Significant Difference: 178.9724

Treatments with the same letter are not significantly different.
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SH groups
TO 943.2375 a
Zy-2S 879.7000 a
Fx-2S 667.1575 b
Zy-1S659.6225 b
Fx-1S514.7900 b
TC2 2738925 ¢
TC1 2704325 ¢

Anexo 14: Porcentaje de incidencia de B. cinerea en flores de los blogues de todos los tratamientos en las

semanas de evaluacion, SDT: Semanas después del trasplante.

Tratamiento Bloque 13SDT 14 SDT 15SDT 16SDT 17 SDT 18 SDT
Bl 0.52%  5.81% 24.62% 30.24% 36.34% 33.55%

TO B2 0.44%  6.49% 22.46% 27.23% 31.13% 40.35%
Testigo B3 0.80%  2.74% 19.49% 23.71% 29.12% 29.70%
B4 0.30%  3.77% 15.98% 19.36% 23.33% 25.73%

Bl 0% 439% 13.97% 22.42% 33.27% 33.97%

Zy-1S B2 0% 291% 15.32% 18.17% 13.47% 25.56%
B3 0% 2.16% 594% 9.32% 12.14% 19.37%

B4 0% 3.14% 20.03% 19.24% 27.32% 27.91%

Bl 0% 4.78% 13.04% 12.55% 14.35% 22.69%

FX-1S B2 0% 1.68% 589% 9.51% 10.09% 19.36%
B3 0% 2.03% 19.25% 17.49% 17.70% 26.43%

B4 0% 1.98% 14.48% 15.93% 19.05% 23.61%

Bl 0% 1.76% 25.95% 35.59% 38.15% 39.85%

7y-25 B2 0% 2.54% 20.16% 21.14% 22.88% 27.90%
B3 0% 2.03% 10.91% 15.00% 18.34% 25.60%

B4 0% 3.21% 18.54% 21.94% 25.66% 29.52%

Bl 0% 2.59% 16.79% 24.89% 28.40% 33.59%

Ex-2S B2 0% 248% 11.66% 12.56% 13.16% 25.02%
B3 0% 2.15% 10.60% 11.33% 12.84% 21.73%

B4 0% 2.23% 15.95% 18.03% 19.61% 28.79%

Bl 0% 0.00% 1.23% 5.87% 8.68% 12.14%

TC1 B2 0% 0.00% 1.77% 454% 5.03% 11.01%
B3 0% 0.00% 1.75% 5.17% 8.19% 14.24%

B4 0% 0.00% 0.77% 4.65% 7.38% 11.57%

Bl 0% 0.00% 1.28% 6.81% 10.25% 14.01%

TC2 B2 0% 0.00% 150% 3.33% 6.67% 11.14%
B3 0% 0.00% 2.26% 6.50% 9.94% 13.86%

B4 0% 0.00% 1.64% 5.07% 7.58% 12.58%
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Anexo 15: Analisis de variancia del porcentaje de incidencia de Botrytis cinerea en flores a 18 semanas
después del trasplante (18 SDT) realizado en el programa estadistico R-Studio.

Df SumSg MeanSq Fvalue Pr(>F)
Bloque 3 123.2 41.07 2.199 0.123
Tratamiento 6 1576.1 262.69 14.065 6.25e-06 ***
Residuals 18 336.2 18.68

Signif. codes: 0 “****(0.001 “**’ 0.01 “** 0.05 . 0.1 " 1

Anexo 16: Prueba de medias de Tukey a un a = 0.05 del porcentaje de incidencia de Botrytis cinerea en

flores a 18 semanas después del trasplante (18 SDT) realizado en el programa estadistico R-Studio.

Study: SFL ~ trt
HSD Test for SFL

Mean Square Error: 18.68
Tratamiento, means

SH std r Min Max
Fx1S 23.0225 2.914371 4 19.36 26.43
Fx2S 27.2825 5.099225 4 21.73 33.59
TO 32.3325 6.225905 4 25.73 40.35
TC1 12.2400 1.410886 4 11.01 14.24
TC2 12.8975 1.335874 4 11.14 14.01
Zy1S 26.7025 6.037259 4 19.37 33.97
Zy2S 30.7175 6.297187 4 25.60 39.85

Alpha: 0.05; DF Error: 18
Critical Value of Studentized Range: 4.673132
Minimun Significant Difference: 10.09872

Treatments with the same letter are not significantly different.
SFL groups
TO 323325 a
Zy-2S30.7175 a
Fx-2S27.2825 a
Zy-1S26.7025 a
Fx-1S 23.0225 a
TC2 128975 b
TC1 12.2400 b
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Anexo 17: Porcentaje de incidencia de B. cinerea en frutos de los bloques de todos los tratamientos en

las semanas de evaluacion, SDT: Semanas después del trasplante.

Tratamiento Bloque 14SDT 15SDT 16SDT 17SDT 18SDT 19SDT
Bl  000% 0.00% 0.14%  1.19% 253% 2.03%

TO B2  0.00% 015% 0.13% 0.35% 1.12% 1.22%
Testigo B3 0.00% 0.00%  0.00% 0.34% 2.23% 1.97%
B4  0.00% 000% 000% 0.09% 1.09% 1.47%

Bl  000% 022% 046% 0.73% 163% 1.56%

Zy-1S B2  0.00% 016% 0.22% 0.35% 1.02% 0.71%
B3  000% 013% 0.11% 041% 1.06% 0.65%

B4 000% 0.00% 0.00% 0.10% 0.99% 0.45%

Bl 010% 033% 055% 0.73% 1.40% 1.26%

FX-1S B2  0.00% 0.00% 0.00% 0.22% 0.95% 0.58%
B3  0.00% 0.00% 0.00% 0.15% 0.61% 0.62%

B4 000% 0.00% 0.00% 0.08% 055% 0.39%

Bl  000% 0.00% 0.62%  3.60% 4.75%  3.30%

2y-25 B2  0.00% 0.00% 0.17%  0.34% 1.02% 0.75%
B3  0.00% 0.00% 0.00% 0.24% 0.60% 0.57%

B4 000% 0.00% 0.00% 0.26% 0.35% 0.41%

Bl 037% 030% 047% 0.94% 2.15% 2.03%

x2S B2 020% 0.13% 0.13% 0.08% 0.35% 0.94%
B3  0.00% 0.00% 0.00% 0.38% 2.06% 1.30%

B4 000% 0.00% 0.00% 0.17% 050% 1.04%

Bl  0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.07% 0.66%

TC1 B2  0.00% 0.00% 011% 0.19% 0.23% 0.35%
B3  0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.07% 0.22%

B4 000% 0.00% 0.00% 0.00% 0.07% 0.28%

Bl  0.00% 0.00% 0.00% 0.07% 0.29% 0.68%

TC2 B2  0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.15%
B3  0.00% 0.00% 0.00% 0.21% 0.22% 0.30%

B4  000% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.15%

Anexo 18: Peso de frutos (t/ha) de todos los bloques de cada tratamiento.

Tratamiento Bloque 1°cosecha 2°cosecha 3°cosecha 4°cosecha 5°cosecha 6° cosecha
Bl 3.33 2.21 9.75 12.60 13.58 5.87
TO B2 4.31 4.09 12.48 18.48 20.35 10.46
Testigo B3 3.02 0.96 6.98 14.07 20.78 6.35
B4 1.09 0.17 4.33 8.72 5.67 0.80
Zy-1S Bl 4.59 4.08 8.58 16.98 14.07 7.78
B2 2.47 2.20 10.64 13.20 13.39 7.69
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B3 2.53 0.95 6.63 11.50 12.20 10.59
B4 0.89 0.65 2.56 1.76 0.83 0.50
Bl 3.55 5.21 9.85 10.20 21.00 7.14
FX-1S B2 3.15 1.93 7.44 11.54 17.28 16.04
B3 2.28 0.73 5.61 7.80 23.43 7.79
B4 1.20 0.51 3.95 12.45 7.49 2.98
Bl 2.81 2.24 7.76 7.68 7.97 3.03
7y-25 B2 5.29 2.07 10.63 15.07 14.40 9.51
B3 1.52 0.75 8.20 11.67 11.05 9.99
B4 1.38 0.74 2.44 8.34 6.09 3.83
Bl 3.78 2.14 10.43 21.63 22.44 8.42
Fx.2S B2 4.75 2.57 10.79 17.15 25.21 9.57
B3 1.74 0.66 4.59 14.77 12.33 17.44
B4 1.25 0.20 2.22 5.87 6.02 3.04
Bl 3.53 1.63 9.97 17.73 19.39 10.18
TC1 B2 2.06 2.17 10.92 23.11 21.15 15.59
B3 2.57 0.68 5.23 12.86 10.61 13.44
B4 0.99 0.28 2.24 9.68 11.11 5.61
Bl 2.67 2.92 12.16 13.96 26.43 10.46
TC2 B2 3.02 1.78 7.85 17.24 27.17 11.23
B3 1.62 0.64 6.25 8.49 5.56 8.61
B4 1.25 0.27 3.33 13.54 12.32 10.83

Anexo 19: Andlisis de variancia del rendimiento de cada tratamiento realizado en el programa

estadistico R-Studio.

Bloque 3

Tratamiento 6

Residuals 18 336.2

Df  Sum Sq Mean Sq
2323.9
223.6
18.68

F value
23.041
2.217

Pr(>F)
2.18e-06
0.089

Signif. codes: 0 “****(0.001 “**’ 0.01 “** 0.05 . 0.1 " 1
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Anexo 20: Prueba de medias de Tukey a un a = 0.05 del rendimiento de cada tratamiento realizado en
el programa estadistico R-Studio.

Study: Rdt ~ trt
HSD Test for SFL

Mean Square Error: 100.9
Tratamiento, means

Rdt std r Min Max

Fx1S 50.325 14.57060 4 29.6 60.8
Fx2S 55.900 24.89431 4 20.2 74.7

TO 49.12521.20635421.372.8
TC1 57.600 20.91937 4 31.9 80.8
TC2 57.750 21.41440 4 34.0 76.7
Zy1S 40.900 22.83813 4 7.4 58.3
Zy2S 40.025 15.15088 4 24.2 59.0

Alpha: 0.05; DF Error: 18
Critical Value of Studentized Range: 4.673132
Minimun Significant Difference: 23.47057

Treatments with the same letter are not significantly different.
SFL  groups
TC2 57.750 a
TC1 57.600
Fx2S 55.900
Fx1S 50.325
TO 49.125
Zy1S 40.900
Zy?2S 40.025

[<SIN LI <D RN « D I < D M)
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Anexo 21: Porcentaje de frutos de cada tratamiento clasificado en: a) Primera (1°): Frutos sin dafios de enfermedades y plagas con un peso mayor de 100 g, b)
Segunda (2°): Frutos sin dafios de enfermedades y plagas con un peso entre 50-100 g, ¢) Tercera (3°): Frutos sin dafios de enfermedades y plagas con un peso menor

a 50 gy d) No comercial (N.C): Fruto con dafio fisico, de plaga o enfermedad (Gonzales, 2016); de los frutos de la segunda, tercera, cuarta, quinta y sexta cosecha.

2 cosecha 3 cosecha 4 cosecha 5 cosecha 6 cosecha

3 20 10 NC. 3 20 1° NC 3 20 1° NC 3 20 1° NC 3 20 1°
Bl 444 08 24 524 231 02 137 630 509 38 130 323 459 21 125 395 553 29 131 287
TO B2 218 00 23 759 118 1.8 160 703 21.8 87 283 413 357 54 126 464 620 21 125 234
Testigo B3 537 14 89 360 142 31 160 66.7 338 41 140 482 237 88 210 465 629 38 190 143
B4 85 25 51 69 294 47 153 505 424 40 149 387 616 23 114 247 897 07 00 96
Bl 277 03 66 654 149 43 196 61.2 338 55 249 358 418 6.2 155 365 47.7 106 180 236
Zy-1S B2 227 00 72 702 191 17 225 568 322 50 81 548 484 64 131 321 511 35 204 250
B3 444 00 38 518 119 25 149 708 221 64 187 528 532 35 108 325 539 14 130 316
B4 176 7.3 314 436 351 7.1 271 307 701 40 149 111 766 00 88 146 668 00 6.6 266
B1 80 1.0 193 717 117 26 264 592 494 32 122 352 306 38 150 505 594 25 103 278
FX-1S B2 179 00 00 821 126 1.8 102 754 424 41 143 393 362 40 154 443 590 20 130 26.1
B3 477 00 31 492 63 51 227 659 387 22 139 451 384 47 166 403 555 09 148 288
B4 266 16 178 539 174 1.6 156 653 347 25 103 525 437 92 173 299 654 33 196 118

Bl 63.0 00 42 328 436 15 129 420 537 53 119 29.1 537 42 85 336 712 13 103 172
B2 370 00 39 591 171 20 191 618 36.7 7.7 219 337 384 33 143 440 484 24 2714 219
B3 527 00 00 473 255 12 111 623 422 44 90 444 580 34 96 29.0 505 25 218 253
B4 613 00 72 315 459 06 148 387 328 26 114 532 520 34 170 276 64.9 1.3 114 224

Tratamiento  Bloque

Zy-2S
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Bl 364 00 11 625 217 12 137 633 262 54 216 468 429 42 103 426 646 11 106 237
Fx-25 B2 376 00 20 604 90 06 169 735 275 30 236 459 377 53 148 421 585 17 150 248
B3 392 00 38 570 122 35 209 634 361 48 126 465 263 59 137 541 383 20 159 438
B4 529 00 00 471 246 39 124 591 423 29 128 420 638 19 104 239 767 00 79 154
Bl 413 09 19 559 315 33 120 533 237 79 181 503 359 48 115 477 613 09 98 280
1oy B2 32 00 22 636 116 12 121 751 120 53 161 666 262 65 172 500 485 02 161 352
B3 244 00 58 698 212 22 54 712 344 40 113 503 298 6.0 193 449 535 38 175 253
B4 728 28 00 245 207 59 175 559 162 6.6 180 593 421 57 166 356 616 21 113  25.0
BL 180 06 101 713 149 19 185 647 342 43 194 421 289 58 142 511 497 28 118 357
Tcp, B2 198 12 00 791 107 19 134 741 183 109 247 461 167 54 163 616 670 07 102 221
B3 397 00 31 572 153 67 76 704 324 43 133 500 594 33 94 279 437 62 145 356
B4 79 00 319 602 242 07 125 626 186 32 135 647 438 43 232 288 551 26 125 29.8




