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Resumen:

En Ecuador uno de los factores que limitan la produccién de trigo son las
enfermedades, siendo uno de las mas importantes la enfermedad denominada “fusariosis” de
la espiga de trigo. Esta enfermedad es producida por varias especies del hongo Fusarium spp.
Esta enfermedad tiene gran importancia econémica debido a que puede reducir la produccion
en méas de un 50%. El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en invernadero, con
el fin evaluar la resistencia de seis variedades de trigo descritas anteriormente como
resistentes a la infeccion de tres cepas de Fusarium spp. La caracterizacién morfoldgica de
las cepas se realizo en base a claves taxondmicas y para la identificacion molecular se utilizé
la PCR mediante la utilizacion de primers especificos para Fusarium graminearum, definidos
en el gen galacto oxidasa (gaoA). Se realizé la inoculacién puntual de tres cepas de Fusarium
spp en las espigas de trigo en la etapa de antesis. Todas las variedades de trigo evaluadas
presentaron una reaccion de resistencia a Fusarium, también las tres cepas de Fusarium spp.
fueron capaces de infectar todos los cultivares de trigo e indujeron los sintomas
caracteristicos de la fusariosis de la espiga de trigo (FET). Hubo diferencias altamente
significativas entre las cepas en cuanto a la medicion de las variables incidencia y severidad.
De acuerdo a las caracterisiticas culturales y morfoldgicas obsevadas en medio agar hojas de
clavel (CLA), las tres cepas fueron identificados dentro del genero Fusarium pero no se pudo
confirmar a que especie pertenecian. No hubo amplificacion por PCR con los primers

especificos disefiados para F. graminearum.

Palabras claves: CLA, fusariosis de la espiga de trigo, Fusarium spp., FET.
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Abstract:

In Ecuador, one of the factors that limit wheat production are diseases, one of the
most important being the disease called “fusariosis” of the ear of wheat. This disease is
caused by various species of the fungus Fusarium spp. This disease is of great economic
importance because it can reduce production by more than 50%. The present research work
was carried out in a greenhouse, in order to evaluate the resistance of six wheat varieties
previously described as resistant to infection by three strains of Fusarium spp. The
morphological characterization of the strains was carried out based on taxonomic keys and
for molecular identification, PCR was used through the use of specific primers for Fusarium
graminearum, defined in the galacto oxidase gene (gaoA). Punctual inoculation of three
strains of Fusarium spp., was carried out in wheat ears at the anthesis stage. All the wheat
varieties evaluated presented a reaction of resistance to Fusarium, also the three strains of
Fusarium spp. were able to infect all wheat cultivars and induced the characteristic symptoms
of Fusarium head blight (TEF). There were highly significant differences between the strains
regarding the measurement of the incidence and severity variables. According to the cultural
and morphological characteristics observed in carnation leaf agar medium (CLA), the three
strains were identified within the genus Fusarium, but it was not possible to confirm to which
species they belonged. There was no PCR amplification with the specific primers designed
for F. graminearum.

Keywords: CLA, Fusarium head of wheat, Fusarium spp, FET.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

ADN: Acido desoxirribonucleico.
CIMMYT: Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo.
CLA: Agar Hoja de Clavel (carnation leaf agar)

DON: Deoxinivalenol.

ESPAC: Encuesta de superficie y produccion agropecuaria continua.

FET: Fusariosis de la espiga de trigo.

GaoA): Gen galacto oxidasa.

INIAP: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuaria.

PDA: Papa-dextrosa-agar.

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa.

SNA: Spezieller néhrstoffarmer agar.

ZEA: Zearalenona.
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1. INTRODUCCION

El trigo ha formado parte del desarrollo econémico y cultural del hombre, constituye
el cultivo més antiguo sembrado en inmensas extensiones y grandes cantidades, debido a su
amplio rango de adaptacion y elevado consumo en muchos paises. Se encuentra entre los
cereales de mayor produccion mundial junto con el arroz, maiz y cebada (Moreno et al.,
2001). A nivel mundial uno de los factores que limitan la produccion de trigo son las
enfermedades, siendo uno de las mas importantes la enfermedad denominada fusariosis de la
espiga, la cual es causada por varias especies de hongos pertenecientes a dos géneros:
Microdochium y Fusarium; siendo frecuentemente F. graminearum la especie mas

predominante en muchas de las regiones afectadas a nivel mundial (Ernst, 2007).

La fusariosis de la espiga es una de las enfermedades mas importantes de la Sierra en
el Ecuador (INIAP, 2011). Esta enfermedad es producida por varias especies del hongo
Fusarium spp, los cuales se encuentran principalmente en el suelo y en restos de cultivos.
Esta enfermedad tiene gran importancia econdémica debido a que puede reducir la produccion
en mas de un 50% y desmejora el valor alimenticio y calidad del grano (Villa-Martinez y
col., 2014). Ademas, si el grano cosechado posee mas de un 5% de granos infectados puede
tener toxinas tales como: deoxinivalenol (DON) y zearalenona (ZEA), responsables de
enfermedades graves en humanos y animales (INIAP, 2011). Sin embargo, en la sierra
ecuatoriana no se ha precisado que especie de Fusarium es el principal patdgeno responsable
de la enfermedad, manifestandose que la enfermedad es producida por varias especies del

hongo Fusarium spp (INIAP, 2011).
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Clasicamente la identificacion de hongos se ha realizado en base a criterios
morfolégicos, la caracterizacion morfolégica en el género Fusarium se basa en las
caracteristicas macro y microscépicas del cultivo. El tipo de micelio aéreo, pigmentacion y
tasa de crecimiento de la colonia, asi como la ausencia o presencia de microconidios,
clamidosporas en diferentes medios de cultivo, son caracteristicas basicas de identificacion.
El color que desarrollan depende de la especie, los cuales pueden ser blanco, crema, rojo,
purpura, etc., coloraciones que pueden variar segun los diferentes medios de cultivo. El
micelio aéreo suele ser abundante y de aspecto algodonoso (Leslie y Summerell, 2006).
Ademas, en los ultimos afios se ha extendido el uso de técnicas moleculares para la
identificacion y deteccion de los hongos implicados en la fusariosis de la espiga de trigo
(FET), la mayoria de estas se basan en la técnica reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
con primers especificos (Nicholson y col., 1998). La PCR ofrece una sensibilidad y
especificidad para detectar, identificar y cuantificar las especies presentes en los tejidos
vegetales y se basan en comparacion de secuencias de ADN del hongo a identificar (Guarro

y col., 1999).

Generalmente el manejo de la fusariosis de la espiga en trigo se realiza mediante el
uso de agroquimicos, sin embargo, esto representa un grave riesgo para la salud humana y
contribuye al aumento de la contaminacion al medio ambiente (Villa-Martinez y col., 2014).
Ademas, ha dado lugar a la aparicion de cepas altamente resistentes que conducen al aumento
de enfermedades fangicas con mayor incidencia (Naeini y col., 2010). Por lo tanto, es
necesario buscar y adoptar estrategias que sean accesibles y no toxicas para mejorar el
manejo y produccion de trigo, siendo el mejoramiento genético la principal alternativa para

el manejo de la enfermedad, para mitigar y evitar el uso excesivo de fungicidas. Por lo tanto
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es necesario avanzar en investigaciones sobre evaluacion de resistencia, debido a que la

resistencia del huésped es considerada el medio més adecuado para controlar la enfermedad

(Mendes y col., 2018), lo cual contribuira a que este cultivo sea un rubro rentable, eficiente

y sostenible (Reyes, Delgado, y Garcia, 2010).

2.1.

2.2.

2.3.

OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

Evaluar la resistencia de seis variedades de trigo a la infeccién de tres cepas de
Fusarium bajo condiciones de inoculacién artificial.

Obijetivos especificos

Realizar la caracterizacion morfologica de los aislamientos de Fusarium para
identificar la especie responsable de fusariosis de la espiga en trigo.

Identificar la especie responsable de la enfermedad denominada fusariosis de la
espiga en trigo, mediante PCR.

Evaluar la incidencia y severidad de tres cepas de Fusarium en seis variedades de

trigo.

HIPOTESIS

Ho: Ninguna de las variedades de trigo evaluadas presentan resistencia a Fusarium
spp.

Ha: Al menos una de las variedades de trigo evaluadas presenta resistencia a

Fusarium spp.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA
3.1. El trigo (Triticum aestivum L.)

3.1.1. Origen
El trigo (Triticum aestivum L.) tiene sus origenes en la antigua Mesopotamia
especificamente en Asia menor, Asia Central y Africa. Existen también indicios que sugieren
que probablemente tuvo sus origenes en el area llamada Creciente Fértil entre el Tigris y el
Eufrates y que empezaron a cultivarse entre los afios 600 a 800 a.C. 0 quiza en tiempos adn
mas remotos. Actualmente se cultiva en todos los continentes y la produccion mundial ha

aumentado constantemente en los ultimos afos (Villareal, 2000).

3.1.2. El cultivo de trigo en el Ecuador
El trigo (Triticum aestivum L.) es uno de los cereales mas importantes a nivel
mundial, siendo el cultivo mas sembrado. En el Ecuador el trigo conjuntamente con el arroz
y la cebada, son los cereales de mayor importancia por ser parte de la alimentacion basica de
las familias de la sierra ecuatoriana (INIAP, 2011). El consumo nacional de trigo supera las
450000 t/afo, resultando en un consumo percapita superior a los 35 kg/afio. Sin embargo, el
Ecuador importa el 98% de los requerimientos internos de trigo y tan solo el 2% (9000 t) es

producido a nivel local (Falconi, 2008).

Las areas de produccion de trigo se distribuyen a lo largo del callejon Interandino en
zonas comprendidas entre los 2000 a 3200 metros de altura. Segun los datos del ESPAC se
tiene que el afio 2018 la superficie cosechada del cultivo de trigo fue de 3149 ha distribuidas
en la Region Sierra, con una produccion total de 5398 Tm. Las principales provincias que se
dedican a este cultivo son: Azuay, Bolivar, Carchi, Cotopaxi, Chimborazo, Imbabura y

Pichincha. La provincia de Carchi es la que posee la mayor produccion con 1868 Tm. En la
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provincia del Azuay se registra una superficie cosechada de 122 ha con una produccion de

72 Tm de este cultivo (INEC, 2018).

3.2. Fusariosis de la espiga de trigo (FET)

La fusariosis de la espiga de trigo (FET) es una enfermedad fungica muy importante
que afecta a varias especies gramineas, se ha convertido en una de las enfermedades més
importantes en el cultivo de trigo a nivel mundial (Lofgren y col., 2018). Esta enfermedad es
responsable de importantes pérdidas econdmicas directas, debido a que provoca la reduccion
del rendimiento y calidad fisica e industrial del grano (granos arrugados o abortados,
decolorados y pérdida de peso). También provoca pérdidas indirectas debido principalmente
a la contaminacion de granos con micotoxinas como: deoxinivalenol (DON) y zearalenona
(ZEA), que son nocivas para la salud, ocasionando su rechazo o descalificacion durante el
proceso de comercializacion. El factor ambiental es el principal condicionante para la FET,
por lo tanto, esta enfermedad afecta la produccién de trigo cuando ocurren condiciones
climaticas favorables (lluvias frecuentes, periodos de tiempo templado-calido y humedo)

durante la floracion y llenado de grano (Pereyra 'y Acosta, 2014).

3.2.1. Infeccion

El proceso de infeccion de F. graminearum en el trigo se puede iniciar con:
1) macroconidios producidos sobre esporodoquios o en forma individual,

2) ascosporas producidas en el interior de los peritecios de G. zeae,
3) clamidosporas que persisten en el suelo o sobre los residuos, aunque este tipo de

in6culo es menos frecuente,

4) el micelio que sobrevive sobre los restos de maiz o trigo (Ireta y Gilchrist, 1994).
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3.2.2. Sintomatologia

En los cultivos de trigo los primeros sintomas de fusariosis de la espiga se
producen poco después de la floracion, se ubican en las primeras espigas que alcanzan la
antesis, se manifiesta con pequefias machas marrones y himedas sobre las glumas, seguida
por una decoloracion por perdida de clorofila en la espiga. Generalmente la primera
manifestacion de la enfermedad surge en la zona media de la espiga o el tercio superior, es
decir entre la base y la mitad de las glumas o en el raquis. El inoculo principal esta constituido
por los macroconidios o ascosporas que son diseminadas por el viento y la lluvia (Mourelos,

2015).

La espiguilla infectada se cubre de micelio blanco y de una gran cantidad de esporas
asexuales en masas extensas y de color rosa o salmén/naranja intenso de conidios asexuales
denominados macroconidios y esporodoquios. El sintoma mas severo es el resultante del
crecimiento fungico dentro del raquis. EI hongo bloquea la translocacion de agua y nutrientes
y como consecuencia, la espiga adquiere la apariencia de madurez prematura (necrosis de los
tejidos). También puede aparecer la forma sexual manifestdndose como puntuaciones negras

(peritecios) (Nicholson y col., 2007).

Cuando la infeccion es fuerte los granos dafiados son cubiertos por el micelio del
hongo y toman una apariencia de una masa algodonosa de color rosa. Si la severidad del
ataque es moderada los granos pueden quedar chupados y bajos de peso, ademas pueden
tomar una coloracion blanquecina, pudiendo originar también granos contaminados con

toxinas (Ireta y Gilchrist, 1994).
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3.2.3. Ciclo de vida de Fusarium graminearum

Fusarium graminearum es el principal agente causal de fusariosis de la espiga
en trigo. En el grafico 1 se ilustra el proceso mediante el cual este patdgeno coloniza las
espigas de trigo para producir la enfermedad. Fusarium graminearum es un hongo que tiene
la capacidad de desarrollarse saprofiticamente sobre los residuos de plantas infectadas que
permanecen en el suelo después de realizada la cosecha, sobre estos residuos el hongo
produce esporas asexuales (macroconidias) que son livianas y se dispersan facilmente,
ayudadas por el viento y por la lluvia. Cuando se presentan condiciones ambientales calidas
y de alta humedad, el hongo puede desarrollar su estado sexuado (Gibberella zeae), formando
peritecios que contienen ascosporas (esporas sexuales) en su interior. Estas ascosporas son
expulsadas desde los peritecios y se diseminan, principalmente, por el viento. Ambos tipos
de esporas, macroconidias y ascosporas, se pueden depositar sobre las espigas de trigo e
iniciar el proceso de infeccion, el periodo de mayor susceptibilidad de las espigas de trigo a
la infeccion es durante la antesis (floracion). Una vez que las esporas se depositan sobre las
espiguillas, comienzan a germinar. Para esto, el hongo requiere condiciones de humedad y

temperatura (20-30°C) para favorecer el crecimiento de las hifas (Caro, 2015).

El modelo de colonizacion se basa en la entrada del patdgeno a través de anteras
expuestas, seguido por la penetracion del ovario y las infecciones sucesivas de las bracteas
florales (Pritsch et al., 2000). Luego de esta etapa el hongo se puede diseminar a las
espiguillas superiores o inferiores de una misma espiga, a través del raquis. Las espiguillas
infectadas son estériles, y los granos se tornan de color rosado, también los granos
aparentemente sanos también pueden estar infectados, especialmente si la infeccion se

presento en etapas tardias del desarrollo del grano (Wegulo et al., 2013).
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Figural

Ciclo infeccioso de Fusarium graminearum (Gibberella zeae) en trigo

Cosecha
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Nota. Ciclo de la fusariosis de la espiga de trigo ocasionada por Fusarium graminearum
(Gibberella zeae). Fuente: (Malaissi, 2016).

3.2.4. Resistencia genética de trigo (Triticum aestivum L.)

La seleccion de los genotipos por su respuesta a las infecciones de F.
graminearum se debe realizar en condiciones semicontroladas y de campo. La identificacion
de materiales con resistencia se dificulta debido incluso por pequefias diferencias en el ciclo
vegetativo de los genotipos evaluados, los cuales determinan diferencias en la infeccion del

patogeno (Ireta y Gilchrist, 1994).
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La resistencia del trigo a la fusariosis se clasifica en tres tipos:

a) Resistencia Tipo 1 o de penetracion: La planta ofrece resistencia a la infeccion inicial,
por lo tanto, el patdgeno no puede penetrar en los tejidos del hospedero.

b) Resistencia Tipo Il o de invasion: El patégeno logra penetrar en el hospedero, pero
las hifas del hongo no pueden invadir las células adyacentes al punto de penetracion.

c) Resistencia Tipo Il o bioquimica: Es la habilidad de algunos genotipos de degradar
toxinas, como el deoxinivalenol, producidas por el hongo. Los genotipos mas
resistentes pueden tolerar altas concentraciones de metabolitos toxicos (Ireta y

Gilchrist, 1994).

3.3. Fusarium graminearum Schwabe (telemorfo Gibberella zeae)
Fusarium graminearum (teleomorfo: Giberella zeae), perteneciente al Phyllum
Ascomycota, orden Hypocreales, familia Hypocreaceae). Es un hongo que tiene la capacidad
de desarrollarse saprofitamente sobre los residuos de plantas infectadas que permanecen en

el suelo después de la cosecha (Ulloa, Hanlin, y Lo Herrera-Suarez, 2006).

Las especies de este género Fusarium pueden producir tres tipos de esporas asexuales
Ilamadas macroconidios, microconidios y clamidosporas. Las principales caracteristicas que
presenta F. graminearum son los esporodoquios, estos son escasos y presentan un color
naranja palido. Los macroconidios presentan formas y tamafos diverso segun la especie, son
delgados en forma de hoz de 2,5 x 35-63 um, conteniendo entre 5 a 6 septos, pueden
originarse a partir de estructuras especializadas los esporodoquios, como asi también en
monofialides, polifialides o directamente a partir del micelio aéreo. Esta especie no presenta

microconidios. Las clamidosporas son globosas y miden entre 10 a 12 um de didmetro, es un
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hongo homotalico (el Unico dentro de este género). Cuando se presentan condiciones calidad
y de alta humedad el hongo puede desarrollar su estado sexuado (Gibberella zeae), formando
peritecios (presentan un color negro) que contienen ascosporas (esporas sexuales) en su

interior (S. A. Pereyra, Dill-Macky, y Sims, 2004), (Wolfgang y Nirenberg, 1982).

3.4. Caracterizacion morfologica

La clasificacion morfologica en el género Fusarium se basa principalmente en las
caracteristicas macro y microscopicas del cultivo. El tipo de micelio aéreo, pigmentacion y
tasa de crecimiento de la colonia, asi como la presencia o ausencia de esporodoquios,
esclerocios 0 estroma en diferentes medios, se consideran caracteristicas secundarias de
identificacion. El color que desarrollan las colonias depende principalmente de la especie y
puede ser blanquecino, crema, anaranjado, rosa, rojizo, purpura, etc. Estas coloraciones
pueden variar segun los diferentes medios de cultivo. EI micelio aéreo suele ser abundante y

de aspecto algodonoso (Nelson et al., 1994).

Entre los medios de agar mas utilizados para la identificacion de especies de
Fusarium se encuentran: agar hojas de clavel (CLA), spezieller néhrstoffarmer agar (SNA),
y agar papa dextrosa (PDA). El empleo de CLA favorece la produccién de conidias por sobre
el crecimiento de micelio. Al utilizar este medio de cultivo, las macroconidias tienen un
tamafio y forma mas uniforme, razén por la cual se consideran méas adecuadas para realizar
la identificacion morfoldgica. EI medio de PDA se usa mayormente para evaluar la
morfologia, pigmentacion y velocidad de crecimiento de las colonias (Leslie y Summerell,

2006).
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3.5. Caracterizacion molecular

Varias pruebas de diagndstico molecular han sido desarrolladas para la identificacion
y deteccion de hongos del género Fusarium. La introduccion de técnicas moleculares de
identificacion basadas en ADN, en general estas técnicas son mas especificas, objetivas,
sensibles, seguro y rapidas que los métodos tradicionales; que en pocos pasos permite
determinar identidad a nivel de especie. La mayoria de estos métodos se basan en la técnica
de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) con primers especificos (Caro, 2015).
Bésicamente, se basan en comparacion de secuencias de ADN del hongo a identificar, con
secuencias de especies conocidas. se utiliza el ADN como codigo de barras para la
identificacion de un aislamiento de un hongo desconocido utilizando una corta secuencia de
ADN que permite asignarlo a una especie especifica 0 a un grupo de especies (Gherbawy y

Voigt, 2010).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

Tabla 1

Materiales que se utilizaron en la investigacion

Biologicos Fisicos De laboratorio
— Semillas de trigo Libro de campo Cajas Petri
— Cepas de Fusarium Etiquetas de Bisturi

identificacion
Sustrato estéril
Fundas plésticas

Mechero de alcohol
Vasos de
Precipitacion

Macetas (25cm de Erlenmeyer
didmetro) Puntas de micro
Computador pipetas
Guantes
Mascarilla
Equipos Reactivos Programas
— Autoclave Agar Papa 'y Infostat
— Refrigeradora Dextrosa (PDA)

— Centrifugadora

— Balanza de precisién

— Balanza analitica

— Micropipetas

— Agitador Vortex

— Camara de flujo

— Céamarade
electroforesis

— Cémarade
Neubauer

— Termociclador

— Microscopio

Gel de agarosa
Agua destilada
Bromuro de Etidio
Primers

Software Excel

Software R

Fuente: Autor
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4.2. Métodos

4.2.1. El area de estudio

El presente trabajo de investigacion se realizO en el laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad de Cuenca,
Campus Yanuncay, ubicada en el sector de Yanuncay, con una altura aproximada de 2567
m.s.n.m. con coordenadas UTM -2.9201568,-79.025173; vy, en el laboratorio del
Departamento de Proteccion Vegetal de la Estacion Experimental Austro del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), los mismas que disponen de los equipos
y espacios adecuados para la ejecucion del trabajo investigativo. En cuanto a la investigacion
en campo esta se llevo a cabo en el invernadero de la Estacién Experimental del Austro,

Gualaceo, Sector Bullcay del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).

4.2.2. Manejo del experimento

4.2.2.1. Metodologia para la investigacion experimental del objetivo 1:
Caracterizacién morfoldgica.
4.22.1.1. Obtencion del in6culo.

Las cepas de Fusarium spp. que se utilizaron en el presente
estudio provinieron de espigas de trigo que presentaron sintomatologia de fusariosis de la
espiga, pertenecientes a tres localidades diferentes de las provincias de Chimborazo, Azuay
y Cafar (Tabla 2), las cuales fueron proporcionadas por el Departamento de Proteccion
Vegetal de la Estacion Experimental del Austro, Gualaceo, Sector Bullcay del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), las mismas que se encontraban

conservadas en tubos Eppendorf con glicerol 10% a 4 °C.
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Tabla 2

Sitio de colecta de las cepas de Fusarium spp.

Cepa Caodigo de muestra Provincia de colecta
1 M3 Chimborazo
2 059B Azuay
3 04 Cafiar

Fuente: Autor

4.2.2.1.2. Siembra de cepas de Fusarium spp.

Para la siembra de las cepas de Fusarium spp., se tomd una
porcién de cada cepa contenida en un tubo Eppendorf y se colocé en el centro de una caja de
Petri de 10 cm de didmetro con medio PDA utilizando una aguja estéril. Luego las cajas se
sellaron con parafilm y fueron incubadas durante 25 dias a temperatura ambiente con ciclos
de luz/oscuridad de 12 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion las cepas que presentaron
crecimiento fungico fueron traspasados a nuevas cajas de Petri con medio agar papa dextrosa

(PDA), y se incubaron nuevamente bajo las mismas condiciones (Ortega, 2017).

4.2.2.1.3. Obtencidn de cultivos monospéricos.

Para la obtencion de las cepas completamente puros, se
siguieron los siguientes pasos: a partir de los cultivos de 25 dias de edad en medio PDA, se
realizaron cortes de 1 cm de didmetro con un bisturi y se las traspasé a un Eppendorf de 1.5
ml con 0.5 ml de agua destilada estéril. Después se tomo 0.5 ml de dicha suspension y se la
vertio en una caja Petri de 10 cm de didmetro con medio PDA, dispersandola con la ayuda

de una varilla de vidrio estéril. Las cajas fueron incubadas a temperatura ambiente y en
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oscuridad durante 72 horas, para que los conidios germinaran. Se observaron los cultivos
bajo el estereoscopio para identificar los conidios germinados y se transfirieron
individualmente a cajas de Petri con medio PDA, con la ayuda de una aguja previamente
esterilizada (Gilchrists y col., 2005). Las cajas fueron colocadas en una camara a temperatura
ambiente con alternancia de luz/oscuridad de 12 horas, para de esta manera proporcionarles
condiciones apropiadas para el crecimiento y esporulacion de los conidios de Fusarium spp.

(Ortega, 2002).

42214, Caracterizacion morfoldgica.
La identificacion de las cepas de Fusarium spp. se realizo a
partir de cultivos monospdricos de 30 dias de edad crecidos en medio de cultivo agar hojas
de clavel (CLA). Después se realizaron preparaciones de lactofenol al 10% y se observaron

al microscopio compuesto con un objetivo de 40X (Lorenzo, 2018).

En primer lugar, se observaron las caracteristicas macroscopicas de las colonias,
observando la tasa de crecimiento, pigmentacion del anverso y reverso de la caja Petri y
aspecto del micelio aéreo. Posteriormente se tomé una pequefia porcion de micelio del hongo
y se observé bajo el microscopio la morfologia de las células conididgenas, la presencia —
ausencia y forma de microconidios, morfologia de los macroconidios y presencia y ausencia
de clamidosporas. Las cepas pertenecientes al género Fusarium spp., fueron identificados
con base en la morfologia de las estructuras observadas y con la ayuda de las claves
taxondmicas de Gerlach y Nirenberg, (1982), Nelson, Toussoun, y Marasas (1983) y Leslie

y Summerell (2006).
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4.2.2.2. Metodologia para la investigacion experimental del objetivo 2:
Caracterizacion molecular.
4.2.2.2.1. Extraccion del ADN gendmico de las cepas de Fusarium
spp.
Para realizar el analisis molecular se procedio a la extraccion
de ADN, a partir del micelio de las tres cepas de Fusarium spp. evaluadas. El procedimiento
utilizado para la extraccion del ADN genomico fue el descrito por (Alvarado, 2010) con

algunas modificaciones. EI ADN extraido se almaceno a -20 °C.

4.2.2.22. Cuantificacién de ADN.
Las concentraciones de ADN de las cepas de Fusarium spp. se
cuantificaron en un espectofotometro (EPOCH) y se diluyeron a una concentracion final de

50 ng/pl para la amplificacion por PCR. S utilizé 2 pl de ADN stock de cada cepa.

4.2.2.2.3. Secuencias de primers.

Se emplearon varios pares de primers para la identificacion
molecular. Las secuencias de primers utilizados se muestran en la (Tabla 3), los cuales fueron
tomados del articulo publicado por (Biazio y col., 2008), definidos a partir del gen galacto
oxidasa (gaoA). La combinacion de primes que se utilizd6 fue: gaoAlF/gacAlR,;

gaoA2F/gaoA2R; gaoA3F/gacA3R; gaoA4F/gaoAlR y gaoASF/gacA2R.
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Tabla 3

Cebadores a utilizar definido a partir del gen galacto oxidasa (gaoA)

Primer gaoA F

Secuencias (5'—3")

gaocAlF
gaoA2 F
gaocA3 F
gaoA4 F

gaoA5 F

ACCTCTGTTGTTCTTCCAGACGG

TCAGCAAACGGTCCTTAGTGTAT

GTTCTTCATCTGCCAGTATCACC

GTTCCACACCTCTGTTGTTCTTC

CAGCAAACGGTCCTTAGTGTATC

Primer gacA R

Secuencias (5'—3")

gaoAl R

gaoA2 R

CTGGTCAGTATTAACCGTGTGTG

AACATAGACAAGCCGTTGACATT

Fuente: Autor

42224, Reaccion PCR.

Las reacciones de amplificacion fueron realizadas en un
termociclador Eppendorf Mastercycler NexusGSX1. Para la reaccién se empled la
metodologia de (Biazio y col., 2008). Se utilizaron 2 ul de ADN gendémico en un volumen
de reaccion final de 25 pl, buffer 1X, MgClz, mM, dNTPs, primers (F y R), Tag polimerasa
y agua esteril. La separacion de las bandas para cada producto de PCR se realizé en gel de
agarosa al 1 % (p/v) en buffer TAE 1X, a 90 voltios durante 40 minutos. En el gel se incluyo

un marcador de peso molecular (PROMEGA de 1 kp de peso) como referencia para estimar

el tamario de los fragmentos de ADN amplificados.
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4.2.2.3. Metodologia para la investigacion experimental del objetivo 3:

Evaluacion de la incidencia y severidad.

4.2.2.3.1.

Siembra de variedades.

Se utilizaron 6 variedades de trigo, proporcionados por el

Programa de Cereales de la Estacion Experimental del Austro, del Instituto Nacional de

Investigaciones Agropecuarias (INIAP). En la tabla 4 se presentan las variedades y la

caracterizacion de resistencia o susceptibilidad al ataque de Fusarium de la espiga.

Tabla 4

Variedades que se usaron en las pruebas de patogenicidad y su caracterizacion de

resistencia

VARIEDADES

HISTORIA DE SELECCION

COMPORTAMIENTO

— INIAP-COJITAMBO 92
— INIAP-IMBABURA

2014

— INIAP-SAN JACINTO
2010
— INIAP-VIVAR 2010

— INIAP-MIRADOR 2010

— INIAP CHIMBORAZO

(Testigo)

México (CIMMYT)

CM 81812-12Y-06PZ-4Y-
1M-0Y-5M-0Y-3SJ-OY-0E-
OE-OE-QE.
CMSS93Y004S-18Y-3B-
3Y-0100B-0E.

México (CIMMYT)

Cruza: TINAMOU/MILAN

(INIAP)

Cruzamiento de: SONORA
64A — SELKIRK6/ANDES3
X MARROQUI/RENOWN2

x BONZA2

—  Susceptible

— Resistencia parcial

— Resistencia parcial

— Resistente

— Resistente

—  Susceptible

Fuente: Autor
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Bajo condiciones de invernadero las variedades se sembraron en macetas con suelo
previamente esterilizado; el cual consistio en una mezcla de dos partes de suelo franco
arenoso, una parte de tierra agricola y una parte de abono organico(turba). Antes de la
siembra el suelo fue fertilizado con Fosfato diamoénico (18-46-0). Por cada maceta se
colocaron 5 semillas para asegurar la emergencia de las mismas, después a los 20 dias
después de la siembra se realiz6 un raleo para obtener tres plantas por maceta. Se sembraron
un total de 85 macetas, 15 macetas por cada variedad; cada cepa de Fusarium spp., se inocul6

en una espiga por planta, durante la etapa de antesis (Lorenzo, 2018).

42232, Preparacion del indculo.

A partir de cultivos de Fusarium spp. crecidos en cajas de Petri
con medio de cultivo PDA de 30 dias, se procedid a raspar con un bisturi el micelio de toda
la periferia de las cajas Petri, los cuales fueron transferidos a vasos de precipitacion de 100
ml conteniendo 20 ml de agua destilada estéril. Después la suspension de conidios se filtro a

través de una gasa estéril para retener los residuos de micelio (Gilchrists y col., 2005).

Utilizando una cdmara de Neubauer se cont6 el nimero de conidios de cinco campos
(1,2 ,3 ,4 y 5) con tres repeticiones, y con la informacién obtenida se ajustdé a una

concentracion de 1,5 x 2 x 108 conidios/ ml (Feng, Liu, y Tang, 2018).

4.2.2.3.3. Inoculacion de conidios.
Las espigas de trigo cultivadas en invernadero fueron
inoculadas mediante el método de inoculacion puntual en plena antesis, debido a que en esta
etapa es cuando las espigas son mas susceptibles al ataque de Fusarium (Feng y col., 2018).

Para ello mediante el uso de una micropipeta se inyectd una suspension de conidios de (1,5
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x 2 x 10° conidios/ml), al flésculo en el medio de la lemma y palea de la quinta espiguilla
desde la base de la espiga. Luego de la inoculacion para favorecer la germinacion de los
conidios cada espiga se cubrié con papel glasine para mantener una humedad relativa alta y
una temperatura elevada, el papel glasine se retir6 a las 36 h después de la inoculacion. Cada
cepa se inoculd en una espiga de cada planta, 3 plantas por maceta, con un total de 15 macetas
por cada cepa de Fusarium spp. Ademas, se incluyd un tratamiento control que consistié en

la inoculacién de (combinacion de indculos) y agua destilada estéril.

4.2.2.3.4. Variables a ser evaluadas.

La magnitud de los sintomas de la fusariosis de la espiga se
evalué a los 12, 17 y 21 dias posteriores a la inoculacion, a través de dos variables
patométricas: Incidencia y Severidad. Estas variables fueron cuantificadas a través de un
conteo con el fin de caracterizar el nivel de desarrollo de la enfermedad (Ireta y Gilchrist,

1994).
Incidencia: Se determind el nimero de espigas enfermas sobre el total de espigas evaluadas:

) ) # de espigas enfermas
Incidencia = - x 100
Total de espigas evaluadas

Severidad: Se conto el nimero total de espiguillas y el nimero total de espiguillas enfermas
(con presencia de al menos un grano enfermo). Usando esos valores se calcul6 para cada

espiga el porcentaje de severidad utilizando la siguiente formula:

) # de espiguillas enfermas
Severidad = — — x 100
Total de espiguillas en cada espiga
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La reaccion de las variedades de trigo se determind utilizando la escala propuesta
por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT, 1994), que se anota

en la (Tabla 5).

Tabla5

Escala modificada para evaluar la fusariosis de la espiga (Fusarium graminearum) en

invernadero
ESCALA REACCION % INFECCION

0 Inmune 0

1 Resistente 1-8

2 Moderadamente resistente 9-11

3 Moderadamente 12-20

susceptible
4 Susceptible 21-50
5 Muy susceptible >50

Fuente: (CIMMYT, 1994)

4.2.2.3.5. Disefio experimental.
Se evaluo la resistencia de seis variedades de trigo: INIAP-
COJITAMBO 92, INIAP-IMBABURA 2014, INIAP-SAN JACINTO 2010, INIAP-VIVAR
2010, INIAP-MIRADOR 2010, y la variedad INIAP CHIMBORAZO, la misma que se
utiliz6 como testigo susceptible. La variable didmetro de crecimiento del micelio de las tres
cepas de Fusarium durante 10 dias, con datos registrados cada 2 dias, se analizd bajo un

analisis bifactorial de medidas repetidas de tres cepas (FA) y 5 dias (FB) con 4 repeticiones,
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obteniendo 60 unidades experimentales, el cual se analiz6 en un disefio completamente al

azar con 4 repeticiones (Anexo 12).

Para evaluar los resultados de la variable Incidencia en las espigas de trigo se procedio
a realizar un andlisis mediante el uso de modelos mixtos, a través de la interfase de InfoStat

con la plataforma de R.

Para el analisis de la variable Severidad se procedio a realizar la prueba de ANOVA
con la prueba de Tukey al 5 %, el arreglo factorial fue de 5 variedades por 3 cepas mas 2
testigos adicionales (17 tratamientos) con 5 repeticiones cada uno, dando un total de 85
unidades experimentales, las mismas que estaban conformadas por tres plantas contenidas en
una maceta, teniendo un total de 255 plantas. El testigo positivo (TP) fue la variedad INIAP
Chimborazo (variedad susceptible) con inoculacién (combinacion de inéculos) y el testigo
negativo (TN), inoculado con agua destilada, (Anexo 13). El analisis estadistico se realizd

mediante el uso del lenguaje de programacion R con el paquete ExpDes.
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5. RESULTADOS
A continuacion, se presenta la caracterizacion morfoldgica de tres cepas de Fusarium
spp. que ocasionan la fusariosis de la espiga de trigo, también se presentan los resultados de
la evaluacidn de la resistencia de seis variedades de trigo ante la infeccidn de tres cepas de
Fusarium spp. inoculadas en las espigas de trigo, mediante el andlisis de las variables
incidencia y severidad, ademas se evalu6 la variable diametro del micelio de las tres cepas

de Fusarium spp. durante 10 dias.

Para el anélisis de la variable Incidencia en las espigas de trigo, se procedié mediante
el uso de modelos mixtos, como sugiere (Hyndman, 2010), debido a que esta variable
presenta valores ceros que dificultan normalizar la variable por transformacion de datos. Se
analizé con InfoStat, el cual implementa una interfaz amigable de la plataforma R para

estimar modelos lineales extendidos y mixtos (Di Rienzo et al. 2017).

Los resultados de la variable severidad se evaluaron a los 12, 17 y 21 dias después de
la inoculacion. Sin embargo, debido a que los sintomas de la enfermedad se presentaron
unicamente en el punto de inoculacion y no hubo dispersion de los sintomas desde el punto
de inoculacion hacia la base y el apice de la espiga, se analizd unicamente el dato final (21
dias) para el andlisis. La combinacion de la variedad | _Imbabura 2014 con la cepa 3 y el
testigo negativo (INIAP_ Chimborazo) presentaron valores 0 de severidad, por lo que se optd
por encontrar el valor minimo para ser un valor atipico a través de la determinacién de los
valores del primero, tercer cuartil y el rango intercuartilico multiplicado por el valor de 2.2
de acuerdo con lo sugerido por Hoagliny Iglewicz, (1987). Se identificd que el valor de 1.831
es el valor mas bajo para ser atipico, por lo que se decidio sustituir el valor mas cercano, que

es 1.84, para conseguir homogeneidad de varianzas.
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5.1. Caracterizacion morfologica de las tres cepas de Fusarium spp.
5.1.1. Caracteristicas macroscopicas de las cepas de Fusarium spp.

5.1.1.1. Diametro del crecimiento diario del micelio con prueba de

significacion para las tres cepas de Fusarium spp.

El ANOVA para el andlisis con medidas repetidas para la variable diametro de
crecimiento diario del micelio de las tres cepas de Fusarium durante 10 dias, registrando el
crecimiento cada 2 dias, se configura hacia los disefios mixtos. Es decir, tenemos efectos
dentro de los sujetos (debido a mediciones repetidas de los dias) y efectos entre sujetos
(comparaciones de grupos de las cepas). La funcion principal del WRS2 para calcular un
ANOVA entre sujetos con medias recortadas es “bwtrim”. Los datos del analisis fueron

ajustados a un ANOVA dentro-entre sujetos con medias recortadas al 20% (Anexo 14).

El analisis muestra que la interaccidén Dia*Cepas es significativa p<0.001, por lo que
se realiz6 un anova con la funcion rmanova y la prueba post-hoc con la funcion rmmcp para
cada Dia. Sin embargo, los efectos principales de los dias P<0.0001, y Cepas p<0.0001
también son significativos (Anexo 14).

Para el dia 1 no se observan diferencias significativas p>0.05, en el crecimiento de
las cepas, y se ubican en el rango a. En el dia 2 se observan diferencias significativas p<0.01,
La cepa 1 (Mr=0.9875) en el rango a y cepa 3 (Mr=0.6750) en el rango b, la cepa 2
(Mr=0.8875) participa del rango a y b. En el dia 3 no se observan diferencias significativas
p>0.05, las 3 cepas estan en el rango a. En el dia 4 se observan diferencias altamente
significativas p<0.001, cepa 1 (Mr=1.95) en el rango a, cepa 2 (Mr=1.625) enel rango b y

cepa 3 (Mr=1.25) en el rango c. En el dia 5 se observan diferencias significativas p<0.01, la
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cepa 1l (Mr=2.30) y cepa 2 (Mr=2.02) se ubican en el rango ay cepa 3 (Mr=1.55) en el rango

b (Figura 2).

Figura 2

Medias recortadas al 20 % del crecimiento del micelio durante 10 dias (registradas cada 2

dias) por efecto de las cepas y el tiempo
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Fuente Autor

5.1.1.2.  Aspecto del micelio de las tres cepas de Fusarium spp.
El aspecto del micelio aéreo que presentaron las tres cepas de
Fusarium spp. fueron (Figura 3) de apariencia algodonosa para las cepas 1y 2 y liso para la
cepa 3 que tuvo un crecimiento de micelio aéreo escaso. Todos las cepas presentaron un
crecimiento moderadamente lento; esto, de acuerdo a Nelson, Toussoun, y Marasas (1983),
con menos de 7 cm de diametro después de 10 dias, llegando a cubrir toda la caja Petri

aproximadamente a los 30 dias después de la siembra.

Byron Mauricio Padilla Romero 39



UCUENCA

Figura 3

Aspecto del micelio aéreo de las tres cepas de Fusarium spp. de 25 dias de edad crecidos en
medio de cultivo PDA (a) cepa 1 (b) cepa 2 (c) cepa 3

Fuente: Autor

5.1.1.3.  Pigmentaciones de las tres cepas de Fusarium spp.

En la figura 4 se observan las coloraciones de las tres cepas de
Fusarium spp obtenidos en placas PDA. En la primera cepa el micelio fue de color RV-196
Rosa Saudade, la pigmentacidn que presentd al reverso de la caja fue RV-100 Marron Café.
En la segunda cepa se produjo micelio aéreo RV-170 Violeta Persia y la pigmentacion al
reverso de la caja se mostré RV-101 Marrén Ebano. La tercera cepa presenté micelio aéreo
de color RV-9010 Blanco en su fase inicial, posteriormente se tifio de RV-1013 Blanco
Hueso, hasta alcanzar completamente este color en toda la caja, la pigmentacion que presentd

al reverso de la caja fue RV-133 Verde Dharma.
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Figura 4

Pigmentacion de las cepas de Fusarium spp. de 30 dias de edad en medio de cultivo PDA.
Imagen superior muestra el anverso (micelio) y la imagen inferior, reverso la pigmentacion

de cada una de las cepas. (A) cepa 1 (B) cepa 2y (C) cepa 3
(A) (B) (©)

Fuente: Autor

5.1.2. Caracteristicas microscopicas de las cepas de Fusarium spp.
La caracterizacion microscopica se llevo a cabo en cultivos crecidos en medio
de cultivo CLA. Se bas6é en la morfologia de las células conididgenas, presencia y ausencia

de microconidios, morfologia de macroconidios y presencia y ausencia de clamidosporas.
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5.1.2.1. Caracteristicas de la cepa 1 (M3) en medio CLA.

En la primera cepa en medio de cultivo CLA, las células conididégenas
fueron monofialides ramificados y no ramificados. Se presentaron macroconidios de forma
recta a levemente curvada con 3 a 5 septos, célula apical y basal son ligeramente curvada y
afilada. Los microconidios tienden a ser ovalados, en masas, sin septos y escasos. Se observo
la produccién de clamidosporas intercalares, solitarias, globosas, formadas en las hifas

(Figura5).

Figura 5

Cepa 1(M3). A) Monofialides ramificados y no ramificados B) Macroconidios. C)

Microconidios a los 30 DDS. D) Clamidosporas intercalares en medio CLA

Fuente: Autor
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5.1.2.2. Caracteristicas de la cepa 2 (059) en medio CLA.
Las células conididgenas predominantes para esta cepa son las
monofialides simples y cortas. En medio de cultivo CLA los macroconidios son septados (3
septos), abundantes y relativamente rectos, célula apical y célula basal redondeada, los
microconidios tienden a ser ovalados, formados en el micelio aéreo, no presentaron septos.

No se observo la produccion de clamidosporas (Figura 6).

Figura 6

Cepa 2 (059B). A) Monofialides simples B) Macroconidios. C) Microconidios a los 30 DDS

Fuente: Autor
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5.1.2.3. Caracteristicas de la cepa 3 (04) en medio CLA.
Las células conididgenas predominantes fueron monofialides simples
y largas. Present6 macroconidios los cuales fueron rectos, septados con 2 a 3 septos, célula
apical y célula basal redondeados. Los microconidios tienden a ser ovalados sin septos. Se

observaron clamidosporas intercalares en cadenas formadas a partir de hifas (Figura 7).

Figura 7

Cepa 3 (04). A) Monofialides simples B) Macroconidios. C) Microconidios a los 30 DDS. D)
Clamidosporas intercalares en cadenas en medio CLA

Fuente: Autor
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5.2. Identificacion molecular

5.2.1. PCR para F. graminearum

La identificacion de la especie F. graminearum se llevé a cabo mediante el
empleo de 5 pares de primers: gaoAlF/gacAlR; gaoA2F/gacA2R; gaoA3F/gacA3R,;
gaoA4F/gaoAlR y gaoA5F/gaoA2R, que detectan y amplifican un fragmento de 435 pb de
la region codificadora 3 del gen gaoA que codifica la enzima galactosa oxidasa (GO) (Biazio
y col., 2008). La lista de secuencias de primers utilizados se muestran en la (Tabla 3). Este
tipo de PCR se aplicé a las tres cepas de Fusarium spp., crecidos en medio PDA empleadas
en este trabajo de investigacion, proporcionadas por el Departamento de Proteccion Vegetal
de la Estacion Experimental del Austro, Gualaceo, Sector Bullcay del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP). Las amplificaciones realizadas no permitieron
observar la banda especifica esperada de 435 pb, correspondientes a cepas de F.
graminearum. Dando como resultado que las tres cepas analizadas en este trabajo no

corresponden a Fusarium graminearum.

Byron Mauricio Padilla Romero 45



UCUENCA

5.3. Evaluacion de la incidencia y severidad de Fusarium spp. en seis variedades de
trigo

5.3.1. Incidencia de las tres cepas de Fusarium spp. en las seis variedades de
trigo
La incidencia de las tres cepas de Fusarium spp. inoculadas en las seis
variedades de trigo, se analizd mediante el uso de modelos mixtos. Al comparar los modelos
con varianzas heterogéneas (2) y homogéneas (1) mediante una prueba de razén de

verosimilitud, se confirmé que el modelo 2 con varianzas heterogéneas es el que present6 un

mejor ajuste (p<0.05), como se muestra en la (Tabla 6).

Tabla 6

Comparacion de modelos con varianzas heterogéneas (2) y homogeneas (1) mediante una
prueba de razon de verosimilitud

Model Df AIC BIC logLik  Test L.Ratio p-value

modelo_1 Incidencia_R. 1 17 584.18 619.78  -275.09
modelo_2_Incidencia_R. 2 21 581.16  625.14  -26958 1vs2 11.02 0.0264

Fuente: Autor

Analizando el cuadro de la prueba de hipdtesis marginal, se observa que la interaccion
de factores fijos (variedad*cepas) es altamente significativa F (8, 56) =6.73, p<0.01, al igual
que los efectos individuales como variedad F (4, 56) =18.33, p<0.01, y cepa F (2, 56) =19.95,
p<0.01 (Anexo 15).

Para el andlisis funcional se uso el método de comparacién multiple basado en la
prueba de formacion de grupos excluyentes (DGC (0=0.05) con la correccion de Bonferroni

(Di Rienzo et al. 2002), con la finalidad de reducir la excesiva sobreposicion de rangos.
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La variedad Iniap Cojitambo 92 (Media=90.00, DE=21.64) reacciona en forma
similar en las 3 cepas; cepa 1 (Media=100, DE=0.00), cepa 2 (Media=90.00, DE=22.36) y
cepa 3 (Media=80.00, DE=29.82), todas en el rango a. La variedad Iniap San Jacinto 2010
(Media=97.78, DE=8.61) también reacciona en forma similar en las 3 cepas; cepa 1
(Media=100, DE=0.00), cepa 2 (Media=100, DE=0.00) y cepa 3 (Media=93.33, DE=14.91)
en el rango a.

La variedad Iniap Imbabura 2014 (Media=57.78, DE=46.23) reacciona en forma
similar a las cepas 1 (Media=86.67, DE=29.82) y 2 (Media=86.67, DE=18.26) en el rango a,
y muestra el valor mas bajo para la cepa 3 (Media=0.00, DE=0.00) en el rango b. La variedad
Iniap Vivar 2010 (Media=63.33, DE=22.89) con la cepa 2 (Media=73.33, DE=27.89)
pertenece al rango a y las cepas 1 (Media=53.33, DE=27.39) y cepa 3 (Media=63.34,
DE=7.46) pertenecen al rango b. La variedad Iniap Mirador 2010 (Media=80.00, DE=27.60)
reacciona en forma asimilar a las cepas 1 (Media=86.67, DE=18.26) y cepa 2 (Media=100,
DE=0.00) en el rango a. La cepa 3 (Media=53.33, DE=29.82) en el rango b.

En la comparacion de los factores vs. testigos, los factores (Media=77.78, DE=31.40)
estan en el rango a y los testigos (Media=50.00, DE=52.7) en el rango b. Comparando los
testigos, el testigo positivo Iniap Chimborazo (TP), inoculado con las tres cepas de Fusarium
spp., presenta una incidencia de 100% (Media=100, DE=0.00) esta en el rango a, y el testigo
negativo Iniap Chimborazo (TN) inoculado con agua destilada, no presenta incidencia

(Media=0.00, DE=0.00) se encuentra en el rango b (Figura 8).
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Figura 8

Efecto de las 3 cepas en cada variedad en la expresion de la incidencia. Promedio de los
factores vs. Testigos y promedio del testigo positivo y testigo negativo
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5.3.2. Severidad de las tres cepas de Fusarium spp. en seis variedades de trigo

5.3.2.1. Severidad de la cepa 1 de Fusarium spp. en seis variedades de

trigo.

La respuesta de las 6 variedades de trigo inoculadas con la cepa 1 a los

12 17 y 21 dias post inoculacion se observa en la tabla 21, donde el nivel de severidad va

desde 4,25% hasta 5,57%. Las variedades INIAP-VIVAR 2010 (5,11%) y INIAP-

MIRADOR 2010 (5,57%) se comportaron de manera similar a lo esperado, presentando una

reaccion de resistente. INIAP-COJITAMBO 92 (4,25%), INIAP-IMBABURA 2014 (4,84%)

e INIAP-SAN JACINTO 2010 (5,35%) tuvieron un comportamiento diferente a lo esperado,

presentando las tres variedades una reaccion de resistente (Tabla 7).

Tabla 7

Reaccion de las variedades de trigo inoculadas con la cepa 1(Fusarium spp.) mediante el

indice de severidad

Variedades Severidad Escala Reaccion Reaccion
(%) esperada encontrada
INIAP-COJITAMBO 92 4,25 1 Susceptible Resistente
INIAP-IMBABURA 2014 4,84 1 Resistencia parcial Resistente
INIAP-SAN JACINTO 2010 5,35 1 Resistencia parcial Resistente
INIAP-VIVAR 2010 511 1 Resistente Resistente
INIAP-MIRADOR 2010 5,57 1 Resistente Resistente
Testigo sensible inoculado 5.67 1 Susceptible Resistente
Testigo sensible sin inoculacién 0.00 0 Susceptible Inmune
Fuente: Autor
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5.3.2.2.  Severidad de la cepa 2 (Fusarium spp.).
Las variedades de trigo INIAP-VIVAR 2010 (5,28%) y INIAP-
MIRADOR 2010 (4,90%) se comportaron de manera similar a lo esperado, catalogandose
como resistentes. Asi también las variedades INIAP-COJITAMBO 92 (4,53%), INIAP-
IMBABURA 2014 (4,46%) e INIAP-SAN JACINTO 2010 (4,86%), presentaron valores de

reaccion diferentes a lo esperado, comportandose todos como resistentes (Tabla 8).

Tabla 8

Reaccion de las variedades de trigo inoculadas con cepa 2 (Fusarium spp.) mediante el
indice de severidad

Variedades Severidad Escala Reaccion Reaccion

(%) esperada encontrada
INIAP-COJITAMBO 92 4,53 1 Susceptible Resistente
INIAP-IMBABURA 2014 4,46 1 Resistencia parcial Resistente
INIAP-SAN JACINTO 2010 4,86 1 Resistencia parcial Resistente
INIAP-VIVAR 2010 5,28 1 Resistente Resistente
INIAP-MIRADOR 2010 4,90 1 Resistente Resistente
Testigo sensible inoculado 5.67 0 Susceptible Resistente

Testigo sensible sin inoculacion 0.00 0 Susceptible Inmune

Fuente: Autor

5.3.2.3. Severidad de la cepa 3 (Fusarium spp.).
La severidad de la cepa 3 oscil6 entre un minimo de 0.00 % a un
méaximo de 4,92%. Las variedades INIAP-VIVAR 2010 (3,84%) y INIAP-MIRADOR 2010
(3,92%) tuvieron un comportamiento igual a lo esperado, presentando una reccion de
resistente. Por otro lado, las variedades INIAP-COJITAMBO 92 (4,47%), INIAP-

IMBABURA 2014 (1,05%) e INIAP-SAN JACINTO 2010 (4,92%) se comportaron de
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manera muy diferente a lo esperado, presentado estas tres variedades una reaccion de

resistente como se observa en la (Tabla 9).

Tabla 9

Reaccion de las variedades de trigo inoculadas con la cepa 3 (Fusarium spp.) mediante el

indice de severidad

Variedades Severidad Escala Reaccion Reaccion
(%) esperada encontrada

INIAP-COJITAMBO 92 4,47 1 Susceptible Resistente

INIAP-IMBABURA 2014 0,00 1 Resistencia parcial Resistente

INIAP-SAN JACINTO 2010 4,92 1 Resistencia parcial Resistente

INIAP-VIVAR 2010 3,84 1 Resistente Resistente

INIAP-MIRADOR 2010 3,92 1 Resistente Resistente
Testigo sensible inoculado 5.67 0 Susceptible Inmune
Testigo sensible sin inoculacion 0.00 0 Susceptible Inmune

Fuente: Autor

5.3.2.4. Severidad de las tres cepas de Fusarium spp. para las seis

variedades de trigo.

La variable severidad se analizo6 bajo el disefio completamente al azar

balanceado con el paquete “ExpDes y la funcion fat2.ad2.crd.” de R. La prueba de Shapiro-

Wilk al 5% de significacion, con p-value = 0.1696129, considera a la variable severidad como

normal. El paquete ExpDes aun no desarrolla la prueba de homogeneidad de varianzas

(Ferreira et al., 2014), sin embargo, se analizd6 como tratamientos (17) con la prueba de

Levene obteniendo un valor de p>0.05, indicando que los grupos presentan varianzas

homogéneas (Anexo 18).
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El adeva muestra que la interaccion del factor variedades por el factor cepas es
significativa F (8, 68) =6.72, p<0.05, por lo que se analiz6 el comportamiento de las 3 cepas
en cada variedad. Sin embargo, los efectos simples de los factores variedades F (4, 68) =
11.03, p<0.05 y cepas F (2, 68) = 29.60, p<0.05 presentan significacion estadistica. La
comparacion de los factores con los testigos adicionales es significativa F (1, 68) = 15.20,
p<0.05. La comparacion del testigo positivo con el testigo negativo es significativo F (1, 68)
=101.78, p=<0.05 (Anexo 19).

Para el analisis funcional se uso la prueba de Tukey (0=0.05). La variedad Iniap
Cojitambo 92 (Media=4.42, DE=0.61) reacciona de forma similar en las 3 cepas: Cepa 1
(Media=4.25, DE=0.69), Cepa 2 (Media=4.53, DE=0.54) y Cepa 3 (Media=4.47, DE=0.69),
todas en el rango a. La variedad Iniap San Jacinto 2010 (Media=5.04, DE=0.55) también
reacciona en forma similar en las 3 cepas; Cepa 1 (Media=5.35, DE=0.59), Cepa 2
(Media=4.86, DE=0.52) y Cepa 3 (Media=4.92, DE=0.51) en el rango a. La variedad Iniap
Imbabura 2014 (Media=3.71, DE=1.49) reacciona en forma similar a las cepas 1
(Media=4.84, DE=0.73) y 2 (Media=4.46, DE=0.72) en el rango a, y muestra el valor mas
bajo para la cepa 3 (Media=1.84, DE=0) en el rango b, el mismo valor que el testigo
inoculado con agua destilada (TN) (Media=1.84, DE=0.00), en el rango b. El testigo positivo
inoculado (TP) Iniap Chimborazo presenta el valor més elevado de severidad (Media=5.67,
DE=0.65), en el rango a y el testigo negativo (TN) inoculado con agua destilada presenta el
valor mas bajo (Media=1.84, DE=0.00) en el rango b. La variedad Iniap Vivar 2010
(Media=4.74 DE= 091) reacciona de manera similar en las cepas 1 (Media=5.11, DE=0.75),
y 2 (Media=5.28, DE=0.61) en el rango a, y presenta el valor mas bajo para la cepa 3

(Media=3.84, DE=0.64) en el rango b. La variedad Iniap Mirador 2010 (Media=4.80,
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DE=0.91) reacciona en forma asimilar a las cepas 1 (Media=5.57, DE=0.63) y 2 (Media=4.9,

DE=0.54) en el rango a. La cepa 3 (Media=3.92, DE=0.7) en el rango b (Figura 9).

Figura 9

Efecto de las 3 cepas de Fusarium spp., en combinacién con las 5 variedades de trigo sobre

los sintomas de severidad representados por los diagramas de cajas con los p-valores, mas
la comparacion entre testigos

7 a
a >,35a . 11 5, 57 5, 67
6 4,86 ° a
4 53a 4, 92 5, 28
4, 9 b
4, 25 4 L3, 92
§
-D 4
M
i)
g3
§ b
1, 84 1,84
|_COJITAMBO |_Imbabura |_San_Jacinto |_Vivar I_Mirador TP TN

M Cepal Cepa 2 Cepa 3

Fuente: Autor

Después de las evaluaciones, cuando las espigas alcanzaron la madurez se cosechO y
trillo manualmente el grano de cada variedad separados por tratamientos, los granos enfermos
se diferenciaron visualmente de los sanos debido a que son de menor tamafio, chuzos y de
maduracion incompleta. Las espigas infectadas por las tres cepas de Fusarium spp. de cada

una de las seis variedades de trigo evaluadas, a los 21 dias post inoculacion, presentaron los

sintomas tipicos de fusariosis de la espiga de trigo.
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6. DISCUSION

De acuerdo a las caracteristicas culturales y morfologicas, las tres cepas fueron
identificados dentro del genero Fusarium pero no se puedo confirmar a que especie
pertenecian. A partir de la observacion microscopica se establecieron las caracteristicas
morfolégicas de los conidios y de otras estructuras (forma, nimero de septos, presencia o
ausencia de clamidosporas), asi como las caracteristicas culturales (forma, pigmentacion,
tasa de crecimiento o tipo de micelio) que permitieron efectuar una descripcion de las
mismas.

Al analizar los criterios morfoldgicos y culturales para la identificacion de las
especies, se observé que la densidad del micelio y la pigmentacion variaron seguin las
distintas cepas, presentando una coloracién rosada para la cepa 1, violeta para la cepa 2 y
blanco hueso para la cepa 3. Al respecto Pitt & Hocking (2009), manifiestan que la
identificacion a nivel de género generalmente se puede hacer a partir de la apariencia de la
colonia, el medio PDA permite observar la morfologia de la coloniay pigmento (café, blanco,
rojo, naranja, rosa o morado, de palido a rojo o violeta al revés) son indicativas del género

Fusarium.

Con respecto a las caracteristicas microscépicas, todas las cepas presentaron las
caracteristicas propias de Fusarium spp. Las células conididgenas predominantes fueron
monofialides simples, cortas y largas, ramificadas para la cepa 1. Los macroconidios septados
(3 a 5 septos), la forma recta fue predominante (cepa 2 y 3), y levemente curvada (cepa 1),
la célula apical y célula basal redondeados para la cepa 2 y 3, célula apical y basal son
ligeramente curvada y afilada (cepa 1). Los microconidios fueron ovalados en todas las cepas,

en masas, y sin septos. Se observaron clamidosporas intercalares y en cadenas formadas a
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partir de hifas en medio CLA. Estas descripciones concuerdan con lo reportado por Leslie y
Summerell, (2006) y Nelson, Toussoun, y Marasas (1983), quienes mencionan que las
principales caracteristicas morfoldgicas para la identificacion del género Fusarium son las
siguientes: las células conididgenas que dan lugar a macroconidios o las microconidias son
monofialidas o una mezcla de monofialidas y polifialidas.

Los macroconidios presentan tres formas béasicas: macroconidios rectos, que puede
parecer casi COmo una aguja, macroconidias con curvatura dorsiventral y macroconidios en
los que el lado dorsal (superior) es claramente mas curvado que el lado ventral (inferior).
Generalmente tienen al menos tres septos, con una célula apical diferenciada que puede ser
puntiaguda, redondeado, en forma de gancho o filamentoso, y una célula basal que puede
tener forma de pie, con un talon distinto, o solo ligeramente muescas. Los microconidios
poseen variadas formas (ovalada, obovoide, piriforme, napiforme, globoso y fusiforme) El
namero de septos suele ser 0 o 1. De igual forma, pueden observarse las clamidosporas
caracteristicas con doble pared gruesa, lisa 0 rugosa; pueden formarse individualmente,

doblemente, en grupos y en cadenas.

En cuanto a la reaccion para la resistencia, las variedades de trigo INIAP-
COJITAMBO 92, INIAP-IMBABURA 2014 e INIAP-SAN JACINTO 2010 se comportaron
de manera muy diferente a lo esperado, presentado estas tres variedades una reaccion de
(resistencia) en la escala propuesta por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y
Trigo (CIMMYT, 1994), es decir todas las variedades de trigo evaluadas en la presente
investigacion presentaron una reaccion de (resistencia) ante la inoculacion de las tres cepas
de Fusarium, Este resultado podia estar relacionado por la influencia de las condiciones

ambientales, a la falta de uniformidad en el cultivo, debido a que las espigas no son
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homogeneas, existiendo variabilidad de la antesis, tambien pudo verse influenciado por la
variabilidad de la humedad, la posible existencia de genes de resistencia presentes en las
diferentes variedades evaluadas. Esto coincide con Ireta y Gilchrist (1994) quienes
mencionan que la identificacion de materiales resistentes se dificulta incluso por pequefias
diferencias en el ciclo vegetativo de los genotipos determinando diferencias en la infeccion.
Tambien es posible que el manejo experimental que se siguid en esta investigacion haya
favorecido a los cultivos y no al desarrollo del patdégeno. De igual manera Nisi, (2003)
demuestra que ademas de la complejidad genética de la resistencia y el proceso de infeccion,
la variabilidad causada por diferentes practicas de manejo y condiciones climéticas es muy
importante. También fue evidente que a pesar de que las tres cepas de Fusarium spp
evaluados son de origen distinto, al evaluar la severidad de los dafios, todos mostraron el
mismo grado de afeccion, cuando se desarrollaron en iguales condiciones ambientales.
demostrando una baja agresividad o virulencia. Se ha evidenciado que oomycetes como
Phythopthora infestans pierden agresividad como patégenos al pasar por diferentes etapas de
cultivo in vitro (comunicacion personal). Lo mismo podria ocurrir con las cepas de Fusarium

que en este caso han sido repicadas varias veces.

También pudo deberse a que los cultivares presentaron una resistencia a la
penetracion del hongo como lo sefiala con Ireta y Gilchrist (1994) quienes describieron tres
tipos de resistencia genética a la fusariosis del trigo, en la cual la Resistencia Tipo Il o de
invasion hace referencia a que el patdgeno logra penetrar en el hospedero, pero las hifas del

hongo no pueden invadir las células adyacentes al punto de penetracion.
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La evaluacion de la variable incidencia registré valores comprendidos entre 0 y 100
% para los diferentes tratamientos y valores de severidad de nivel 2 (0 y 5,67%) segun la
escala propuesta por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT,
1994). En concordancia Bobadilla Meléndez et al., (2019) reportaron valores de incidencia
de 25 a 100% y de severidad entre 1y 12%, en cultivares de cebada utilizando el método de
inoculacién puntual en invernadero, en donde en la mayoria de las espigas la necrosis se
desarroll6 en la espiguilla en donde se depositd el inoculo. Por otro lado Ortega, (2002),
reporta valores de severidad entre 7,14 y 76% en cultivares de trigo, utilizando método de

inoculacién por algodén.
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7. CONCLUSIONES

De la presente investigacion realizada se puede concluir lo siguiente:

- En el presente trabajo se caracterizo morfologicamente tres cepas de Fusarium
spp. aisladas de trigo de diferentes zonas trigueras.

- En el presente estudio de acuerdo al analisis de las variables, todas las variedades
de trigo-presentaron una calificacion de (Resistente) en la escala propuesta por el
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo, para la evaluacion de
severidad en las espigas de trigo.

- Las tres cepas de Fusarium spp. utilizados en el test de patogenicidad fueron
capaces de infectar todos los cultivares de trigo e indujeron los sintomas
caracteristicos de la FET sobre espigas de trigo inoculadas mediante inoculacién
puntual bajo condiciones de invernadero. Las cepas tuvieron el mismo nivel de
patogenicidad, presentando diferencias estadisticamente significativas en cuanto

a la medicidn de las variables incidencia y severidad.
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8. RECOMENDACIONES

- Envista de que al evaluar la agresividad de las tres cepas de Fusarium spp., limitado
unicamente a un ciclo de cultivo, permite observar niveles diferentes de respuesta en
funcién de los cultivares de trigo utilizados, pero no en la agresividad de las
diferentes cepas. Se recomienda realizar puebas de patogenicidad por cultivar, por
afio, en un tiempo y ambiente determinado, con el fin de evaluar diferencias en los
niveles de infeccion de las distintas cepas de Fusarium spp.

- La identificacion molecular se realizo unicamente con primes especificos para F.
graminearum, por lo tanto seria recomendable continuar con estos estudios para
poder afirmar de manera concreta que especie de Fusarium spp., es el causante de la

enfermedad, ya que existen PCR desarroladas para otras especies de Fusarium spp.
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10.  ANEXOS

Anexo 1. Medio de cultivo Papa-dextrosa-agar (PDA). Férmula en gramos por litro de
agua destilada de agar de dextrosa y papa.

Ingredientes g/L
Dextrosa 20.0
Agar 15.0
Infusion de papa 4.0

Fuente: Autor

Este medio es el méas utilizado para el aislamiento, crecimiento y almacenamiento de
hongos. En mi trabajo de investigacion se utiliz6 medio agar-papa-dextrosa preparado (en
forma de polvo deshidratado), de la marca Titan Media. Preparacion: rehidratar 39 g del
medio agar papa dextrosa en un matraz de 1000 ml con agua destilada, calentar agitando
frecuentemente hasta el punto de ebullicion por 1 minuto para disolverlo por completo.
Agregar 50 gotas de &cido lactico (bactericida). Esterilizar en autoclave a 15 psi (121 °C) por
15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45°C y vaciar la suspension en cajas de Petri estériles
(Gilchrists y col., 2005).

Anexo 2. Medio de cultivo Agar Hoja de Clavel (CLA).

Es un medio natural preparado asépticamente en donde se prepara agar agua al 2 %
(20 g de agar en 1 L de H20) y se colocan de 5 a 10 trocitos de hojas de clavel estériles de 3
a5 mm2en una caja Petri, de tal forma que queden en la parte superior del agar. El medio se
deja a temperatura ambiente durante 3 a 4 dias antes de su uso para comprobar el crecimiento
de posibles contaminantes de las hojas.

Las piezas de hojas de clavel se preparan a partir de hojas frescas libres de residuos
de fungicidas o insecticidas. Las hojas se esterilizan con hipoclorito al 5% durante 60

segundos; pasar las hojas por agua estéril para eliminar el exceso de hipoclorito. Luego se
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cortan en pedazos de 5 a 8 mm?2 (se encojen después del secado) y se secan en una estufa a
70°C durante 3 a 4 horas. Las hojas secas se empacan en papel aluminio y se esterilizan por
luz ultravioleta durante 20 minutos (Gilchrists y col., 2005).

Anexo 3. Placa petri conteniendo medio de cultivo CLA en la cAmara de flujo laminar.

Fugnté: Autor
Anexo 4. Protocolo de Alvarado, 2010 para la extraccién de ADN.

- Cada muestra se depositd en un tubo Eppendorf de 2 ml, al que se afiadié 100 pl de la
solucion tampon de micropreparacion (6.25 ml de tampon de extraccién, 6.25 ml de
tampon de lisis, 2.5 ml de sarcosyl 5%, 0.05 gr de bisulfito de sodio). Cada muestra se
trituro con la ayuda de un piston (se lavo el piston con agua destilada entre cada triturado).
Posteriormente se agreg6 300 ul de tampdn de micropreparacion, se agité ligeramente
por vortex y se llevd a incubacion en bafio maria a 65 °C durante 2 horas. (Alvarado,

2010).

- Cumplido este tiempo se llend cada tubo con un volumen de cloroformo isoamil alcohol
(24:1), se agito por vortex y se centrifugé a 10 000 rpm durante 5 minutos. El cloroformo
isoamil alcohol desnaturaliza las proteinas y las precipita, separandose del ADN que se

mantiene disuelto. (Alvarado, 2010)
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- El sobrenadante fue recuperado y se transfirié a un nuevo tubo al que se le adicion6 800
ul de alcohol para precipitar el ADN y se centrifugo a 10 000 rpm durante 5 minutos.
Luego se elimind el alcohol y a cada tubo se le afiadio 400 ul de etanol al 70 % frio (en
este estado el ADN puede ser conservado a -20 indefinidamente). Se elimind el etanol y
se coloco los tubos en papel absorbente durante 1 hora. EI ADN se almaceno a -20 °C

(Alvarado, 2010).

Anexo 5. Cuantificaciones de ADN.

Concentraciones de ADN de las cepas de Fusarium spp.

Aislado Codigo de Concentracion ng/ul
muestra — —
repeticion 1 repeticion 2
1 M3 97,00 106,5
2 059B 129,1 99,30
3 04 92,50 74,10

Fuente: Autor
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Anexo 6. Espigas infectadas por las tres cepas de Fusarium spp. de cada una de las seis
variedades de trigo evaluadas, a los 21 dias post inoculacion.

INIAP-COJITAMBO 92

INIAP-COJITAMBO 92. (A) Espiga infectada por cepa 1. B) Grano sano, grano enfermo.

INIAP-COJITAMBO 92. (A) Espiga Figura 13: INIAP-COJITAMBO 92. (A)
infectada por cepa 2. B). Grano sano, Espiga infectada por cepa 3. B). Grano
grano enfermo sano, grano enfermo
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INIAP-IMBABURA 2014

INIAP-Imbabura 2014. (A) Espiga infectada por cepa 1. B). Grano sano, grano enfermo

INIAP-Imbabura 2014. (A) Espiga INIAP-Imbabura 2014. (A) Espiga
infectada por cepa 2. B). Grano sano, infectada por cepa 3. B). Grano sano,
grano enfermo grano enfermo
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INIAP-SAN JACINTO 2010

INIAP-SAN JACINTO 2010. (A) Espiga infectada por cepa 1. B). Grano sano, grano enfermo

INIAP-SAN JACINTO 2010. (A) Espiga INIAP-SAN JACINTO 2010. (A) Espiga
infectada por cepa 2. B). Grano sano, infectada por cepa 3. B). Grano sano,
grano enfermo grano enfermo
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INIAP-VIVAR 2010

INIAP-VIVAR 2010. (A) Espiga infectada por cepa 1. B). Grano sano, grano enfermo

INIAP-VIVAR 2010. (A) Espiga infectada INIAP-VIVAR 2010. (A) Espiga infectada
por cepa 2. B). Grano sano, grano por cepa 3. B). Grano sano, grano
enfermo enfermo
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INIAP-MIRADOR 2010

INIAP-MIRADOR 2010. (A) Espiga infectada por cepa 1. B). Grano sano, grano enfermo

INIAP-MIRADOR 2010. (A) Espiga INIAP-MIRADOR 2010. (A) Espiga
infectada por cepa 2. B). Grano sano, infectada por cepa 3. B). Grano sano,
grano enfermo grano enfermo
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INIAP-CHIMBORAZO

INIAP-CHIMBORAZO. (A) Espiga infectada por cepa 1. B). Grano sano, grano enfermo.

INIAP-CHIMBORAZO. (A) Espiga inoculada con combinacion de inéculos. B). Grano
enfermo.

Byron Mauricio Padilla Romero 75



UCUENCA

Anexo 7. Siembra de variedades e inoculacion de conidios de Fusarium spp.

(A) Llenado de macetas y (B) Siembra de las variedades de trigo

Fuente: Autor

(A) y (B) Inoculacion de cepas de Fusarium spp., en espiguilla. (C) y (D) Colocacion de

papel glasine sobre la espiga
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Fuente: Autor

Anexo 8. Riego de plantas de trigo mediante sistema de microaspersion.

Fuente: Autor
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Anexo 9. Observacion de conidios de Fusarium spp. en cdmara de Neubauer, de 30 dias de
edad. (A) cepa 1, (B) cepa 2, (C) cepa 3.

Fuente: Autor

Anexo 10. Cepas de Fusarium spp. de 30 dias de edad en medio de cultivo CLA. Imagen
superior muestra el anverso (micelio) y la imagen inferior, reverso la pigmentacion de cada
una de las cepas. (A) cepa 1 (B) cepa 2y (C) cepa 3.

(A) (B) (©)

Fuente: Autor
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Anexo 11. Tabla de colores utilizadas para la caracterizacién morfoldgica.

1189/ ipanema Yellow

1201 Party Yellow

RV 182/ Sundance
AV 102/ Dalai Orange
st RV 186/ Virga Green

RV 142 / Gemini Green

AV 190 / Maha White

RV 1013/ Bone Wihite

AV 135/ Safari Brown RV 187 / Vespa Green

Ry 280 | Fulk Greee

Fuente: Autor
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Anexo 12. Esquema del disefio experimental para el andlisis de las 3 cepas (FA) y dias (FB),

para la variable didametro del crecimiento del micelio de Fusarium spp.

Rep Cepas dl d2 d3 d4 d5
1 C1l 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 C1l 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 C1l 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4 C1l 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 C2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 C2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 C2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4 C2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 C3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 C3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 C3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4 C3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Fuente: Autor
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Anexo 13. Arreglo factorial con un DCA, para la variable severidad. Arreglo factorial de 5
variedades (FA) por 3 cepas (FB) mas 2 testigos adicionales (17 tratamientos) con 5
repeticiones, con un total de 85 unidades experimentales.

Tratamientos Variedades (FA) Cepas(FB) R1 R2 R3 R4 R5
1 INIAP-COJITAMBO 92 Cl
2 INIAP-COJITAMBO 92 C2
3 INIAP-COJITAMBO 92 C3
4 INIAP-IMBABURA 2014 Cl
5 INIAP-IMBABURA 2014 C2
6 INIAP-IMBABURA 2014 C3
7 INIAP-SAN JACINTO 2010 Cl
8 INIAP-SAN JACINTO 2010 C2
9 INIAP-SAN JACINTO 2010 C3
10 INIAP-VIVAR 2010 Cl
11 INIAP-VIVAR 2010 C2
12 INIAP-VIVAR 2010 C3
13 INIAP-MIRADOR 2010 Cl
14 INIAP-MIRADOR 2010 C2
15 INIAP-MIRADOR 2010 C3
16 TP I_Chimbo_razo Inoculado

con aislados
17 TN I_Chimborazo Inoculado

con agua destilada

Fuente: Autor
e Cl=cepal (M3)
e (C2=cepa 2 (059B)

e (C3=cepa3(04)
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Anexo 14. Analisis estadistico de la variable diametro del micelio de las tres cepas de
Fusarium spp., durante 10 dias. ANOVA dentro-entre sujetos con medias recortadas al 20%.

Value dfl df2 p-value
Dia 3051.5748 4 6.9051 0e+00
Cepas 170.9765 2 9.6538 0e+00
Dia: Cepas 20.1497 8 7.8499 2e-04

Fuente: Autor

Anexo 15. Resultados del analisis estadistico de la variable incidencia de las tres cepas de
Fusarium spp. Prueba de hipdtesis marginales (SC Tipo Il1) de los efectos fijos, para las
cepas de Fusarium spp.

numDF  denDF F-value p-value

(Intercept) 1 56 1127.81  <0.0001
Variedad 4 56 18.33 <0.0001
Cepa 2 56 19.95 <0.0001
Variedad: Cepa 8 56 6.73 <0.0001

Fuente: Autor

Anexo 16. Medias ajustadas y error estandar para el factor variedad de la variable
incidencia DGC (0=0.05) con la correccion de Bonferroni.

Variedad Means S.D. Rango
| SAN_JACINTO 2010 97.78 861 a
|_ COJITAMBO_92 90.00 2164 a
|_MIRADOR_2010 80.00 27.60 b
I|_VIVAR_2010 63.33 22.89 C
I-IMBABURA 2014 57.78  46.23 C

Means with a common letter are not significantly different (p > 0.05)
Fuente: Autor
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Anexo 17. Medias ajustadas y error estandar para el factor cepa de la variable incidencia
DGC (a=0.05) con la correccion de Bonferroni.

Cepas Means S.E. Rango
Cepal 90.00 392 a
Cepa 2 85.33 392 a

Cepa 3 58.00 3.92 b
Means with a common letter are not significantly different (p > 0.05)
Fuente: Autor

Anexo 18. Resultados del analisis estadistico de la variable severidad de las tres cepas de
Fusarium spp. Prueba de Levene para homogeneidad de varianza (17 tratamientos).

Df Fvalue Pr(>F)
Grupo 16  0.6561 0.8255

68

Fuente: Autor

Anexo 19. Analisis de la varianza para la variable severidad con la funcion “ExpDes” en el
programa R de las tres cepas de Fusarium spp.

DF SS MS FC Pr>Fc
Variedades 4 15.90485 3.97621  11.0358 0
Cepas 2 21.33552 10.66776  29.6079 0
Variedades*Cepas 8 19.37798  2.42225 6.7229 0
Factor vs Testigos 1 5.47984 5.47984 15.2091 2e-04
Testigo Positivo vs 1 36.67225 36.67225 101.7824 0
Testigo Negativo
Residuo 68 24,50044  0,36030
Total 84 123.27089  1.46751

Fuente: Autor
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Anexo 20. Efectos simples del factor variedad para la variable severidad Test: Tukey Alpha:

=0.05 LSD: =0.61396. Error: 0.3600 df:68.

Variedad Media D.E. S.E. Rango
I_SAN_JACINTO_2010 5.04 0.55 014 a
|_MIRADOR_2010 4.80 0.91 024 ab
|_VIVAR_2010 4.74 0.91 023 ab
|_COJITAMBO_92 4.42 0.61 0.16 b
I-IMBABURA_2014 3.71 1.49 0.38 C

Fuente: Autor

Anexo 21. Efectos simples del factor cepa para la variable severidad. Test: Tukey Alpha:

=0.05 LSD: =0.40663. Error: 0.3600 df:68.

Cepas Media D.E. S.E. Rango
Cepa 1 5.02 0.78 0.16 a
Cepa 2 4.81 0.62 0.12 a
Cepa 3 3.80 1.20 0.24

Fuente: Autor
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