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:RESUMEN 

La i1nvestigación se realizó en dos etapas, una de laboratorio y otra de 

invernadero, la evaluación de la eficacia in vitro de los fungii:cidas para la inh1ibidón 

del patóg,eno Fusarium oxysporum se realizó en el Laboratorio de !Investigación de 

la Universidad de Costa Ri.ca, Sede del Atlántico y 'lla segunda etapa se realizó 

bajo un sistema controlado de invernadero en las i1nstalaciones de la empresa 

Almácigos Pacayas , ubicada en1 Tierra Blanca die Cartago. 

En la primera etapa se realizó pruebas de sensibillidlad del patógeno 

Fusarium oxysporum a di,stintos productos comerciales , tanto químicos como 

biológicos, con el propósito de determinar e'll ECso y con :base en los mejores 

resultados , se realizó la prueba a nivel de i1nvemadern. En la segunda etapa se 

reahzó dos aplicaCiiones de los productos seleccionados a plantas de cebolla 

inoculadas con el patógeno en estudio, las cuales se encontraban sembradas en 

bandejas plásticas. 

Las variables bioillógicas en planta evaluadas fu'emn grnsor del tallo (mm) , 

b,iomasa (g) , altura de planta (cm) , longitud radical (cm} y volumen radical (cm3), 

estas dos últimas evaluadas con el Winrizo. Además se determinó la presencia o 

ausencia del patógeno en el sustrato al fína l del ciclo de desarroll~o de las rplantas 

en invernadero. 

El anál[sis estadí1stico mostró que ninguno de los tratamientos evaluados 

mostró diferen cias estadísticamente significativas en ni1nguna de las variables 

evallu1adas, sin embargo se logró determinar que los tratamientos con Procloraz, 

Fl1udoixinil y Metconazo'l1e; son alternativas importantes por considerar dentro del 

paquete de manejo agronómico del cultivo de cebolla , ya que controlan e,11 

patógeno Fusarium, además son moléculas con distintas caracterizaciones de 

código Frnc. 
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INTRODUCCION 

La cebolla (Al/ium cepa L.) es un cultivo que se produce en Costa Rica la 

mayor parte del año. En la zona alta de Cartago, se cultiva aproximadamente el 

70% de la producción nacional, mientras que en la zona media y baja se da una 

producción al a;ño dadas las condiciones ambi:entales y requerimientos de cada 

variedad. De 1:a cosecha de este bulbo se encargan principalmente pequeños y 

medianos productores conocedores de la activi:dadl (Jaén y Azofeifa 2010). 

Segiiún Salazar (2003) , las zonas de si:embra más importantes en Costa 

Ri.ca en la zona alta de Cartago son: Cot , Potrero Cerrado, Tierra Blanca y Llano 

Grande; para la zona baja Santa Ana, San Antonio de Escazú en San José, San 

Antonio de Be 1l:én en Heredia y San Rafael,, lla Guácima de Alajuela; demás en 

Guanacaste se cultiva en el cantón de Bag,aces. Datos del SEPSA (2011) indican 

que para ell 201 O la producción de ceboi:la fue de 34.940 toneladas métricas, Jaén 

y Azofeifa (201 O) agiregan que en la actividad participan 592 agricultores 

cebo 1111eros, lo cual demuestra que es un cultivo de relevancia económica manejado 

por agricultores con extensiones de terreno mesurados. 

La producción se realiza en dos épocas de siembra denominadas: vera:nera 

(de enero a mayo) e inverniz (de mayo a diciembre). En la zona alta de Cartagio 

generalmente se cu ltiva como inverniz y lila producida en las oh;-as zonas como 

veranera . Sin embargo, por las condiciones climáticas en Cartago se hace posible 

que se realicen dos siembras al año (Granados 2004). Estas condiciones 

productivas hacen que las plantaciones sean propensas al ataque de 

enfermedades , que dañan tan1to el área foliar, radical y el bulbo de las 

plantaciones de cebolla. 

Varios patógenos son capaces de infectar el sistema radical de la cebolla 

los principales son los hongos Pyrenochaeta terrestris, Sc/erotinia sp , Sclerotiun 

cepivorum, entre otros. Sin embargo , de las enfermedades má1s limitantes para el 

cultivo de la cebolla , l:a pudrición basal producida por el hongo Fusarium 

oxysporum en su forma especializada, es la enfermedad más frecuente , afecta 

todos los estadios fenológi:cos de las plantas, particularmente en estadio die 
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plántulas causa su1 muerte al atacar el sistema radli]cal , por las lesiones en las 

raíces el hongo penetra hasta infectar la base, donde ocasiona necrosis del 

sistema vascular, que degenera en un amarilllamiento del área foli1ar y hasta la 

muerte de la planta (Apaza y Mattos 2002) 

JUSTIFICAGIONI 
La zona alta de Cartago se caracteri1za por su dedicación agrícola, es 

frecuente observar campos de cultivo de papa, zanahoria , brass,icas, cebolla entre 

otras hortallizas. En particular la cebolla es uno de los principales cultivos en el 

distrito de Tierra Blanca, zona cebollera por excelencia que ha reportado 

infecciones considerables por Fusarium oxysporum en años recientes (Serrano y 

Mora 2007) , además el cultivo de la cebolla ha iniciado con buenas expectativas 

para la zona de Pacayas; donde se cul'tiva generalmente en época seca, ambas 

zonas uti'lizan distintas variedades entre ellas E515, Gladalan Brown y Alvara; esta 

úUTma recientemente ingresada a la zona alta de Cartago, ha presentado, de 

acuerdo con los productores del cultivo, muy buenos resultados en cuando a 

producción y rendimiento. Sin embargo ninguna de 1las variedades anteriores 

reporta resistencia o tolerancia a los patógenos naturales de suelo. 

El uso excesivo de los suelos y la conti.nua siembra de un mismo culitivo 

(carencia de s:i1stemas de rotación de cultivos), son dos de los factores que han 

contribuido a que 1los microorganismos edáfioos füopatógenos de los cultivos en 

genera1I , aumenten y se establezcan en estos su:elos, esto representa un grave 

problema en cuanto a su1 manejo ya que no sólo disminuye los rendimientos 

esperados sino que también aumenta los costos pm el uso adic;ional de iinsumos, 

además compromete la salud diel sistema con ell empleo de alternativas que no 

solucionan el problema pero que lo pueden llegar a empeorar por el uso indebido 

de algunas moléculas, en particular químicas, dirigidas al! suelo (FAO 2006). la 

uti lización de productos químicos para la desinfección del suelo antes de la 

siembra, como aplicaciones postemergentes a la p:lanta durante el ciclo vegetativo , 

han sido las formas en que actualmente los agricultores han tratado el problema 

de pudrición basal. 
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De esta forma esta investigación buscó aclarar si los productos de síntesis 

qu imica que se utiUzan actualmente, resultan efectivos para e'I manejo de 

pudrición basal (Fusarium oxysporum) y a su vez evaluar si1 es posible que se 

estén presentando procesos de pérdida de sens tbi.lidad a productos o moléculas 

de síntesis químicas por parte del patógeno que ha sido expuesto a frecuentes 

apl1i:caciones de varias de estas moléculas en llas últimas décadas. Se busca 

además aumentar las opciones de control con alternativas de manejo con 

productos orgánicos y otros químicos, con las que pueden contar los productores 

de cebollla en Calii:ago. 

OBJETIVO GENERAL 
Evaluar la eficacia de seis moléculas químicas y dos produd os biológiicos 

contra Fusarium oxysporum, agente causa ll de la pudrición basal en plantaciones 

de cebo Ula bajo condiciones controladas. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1. Determinar el efecto fungicida de los productos comerci.ales 

seleccionados medii1ante lla evaluación de presencia o ausencia del 

patógeno al final del ciclo en etapa de invernadero. 

2. Evaluar el efecto de los productos comerciales sel!ecci!onados sobre 

el desarrollo fisiológico de la p'llanta de ceboll.a mediante variables de 

crecimiento y desarrolllo del cultivo. 

R'EV11sr1óN 1BilBLIOGRAFICA 

General:idades de11 CuUivo 

Granados (2004) ; menciona que la cebolla pertenece a la familia Liliaceae, 

es originaria de Asia Central y formaba parte de l'a dieta de los Egipcios desde 
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3200 años a.c. Se utiliza principalmente como cond imento, aunque tiene 

propiedades medicinales, entre llas más importantes se citan las di1uréti'cas , 

pectorales , circulator1i1as , antiinflamatmias, laxantes y sedantes; además 

mencionan su función en el tratamiento para la varicela y la gripe . 

De acuerdo con estadísticas del Ministerio de Agricultura y Ganadería 

(2007) , este cultivo ocupa uno de :1os primeros lugares de consumo entre las 

hortalizas en Costa Rica. Se utiliza principalmente en estado fresco , como 

condimento y en ensaladas. Además la ceboll!a deshidratada se utiliza para ser 

usada como base en la elaboración de diferentes productos , así como ingredli:ente 

en la elaboración de vegetales mixtos , encurtidos y en vinagre . 

Según el Ministerio de Agricultura y Ganadería (1991) y Lardi1zabal (2007), 

11a temperatura ópt:ima para el desarrollo del culbvo es alrededor de los 1, 3ºC y 

14°C con máxima de 30ºC y mínima de 7°C , se desarrolla adecuadamente a una 

altura de 500 a 1,800 metros sobre el ni1vel del mar, se siembra tanto en suelos 

arci l'losos como en los francos con buen drenaje, ya que no tolera excesos de 

agua; se produce en zonas con una precipitación que va entre los 500 y 1,200 

mm/año, el pH óptimo del suelo donde se cultiva debe estar entre 6 y 6,5 y no 

tolera suelos ácidos, puede cultivarse todo el año siempre que se utilice las 

variedades que se adapta a cada mes , pues este cultivo es afectado fuertemente 

por el foto período. 

Principales enfermedades de la cebolla 

La cebolla puede ser infectada por microorganismos patogénicos que 

pueden presentarse durante parte de su cic'lo del cultivo o bien ser susceptibles 

en todo su desarrollo , entre las enfermedades foliares, Alternaría porri, Botrytis sp, 

Peronospora destructor, Stemphyllium sp (Koi1ke y colaboradores 2007 , Vadeagro 

2006 y Bejo 2011 ). 

Los principa tes problemas causantes de las pudriciones en la raíz son los 

hongos Fusarium oxysporum, Sclerotium cepivorum, Pyrenochaeta terrestris, 

Rhizoctonia solani, Penicillium y Pythium spp . (Vincelli y Lorbeer 1990, McDonald 

1994; Montes-Belmont et al. , 2003). 
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Fusarium oxysporum 

Agente causal 
F. oxysporum, comúnmente conocido como pudrición roJa, es un1 hongio 

saprofito lhab1i1tante de suelo que puede ocasionar epífitias en el cultivo de ceboll1a y 

sobrevivir en el suelo durante algunos años por medio de estructuras como 

conidios , micelio y clamidiosporas (Bejo 2011 ), con una amplia gama de fuentes 

hospederas invade el xilema de las raíces y ta llos, interfiere fundamental 1mente 

sobre ell flujo ascendente del agua a través delll xilema, disminuyéndolo hasta un 

valor que va delll 2 al 4% del que fluye a través del tallo de las plantas sanas. En 

generral , la velocidad del flujo del agua a través de talllos infectados es 

inversamente p1rnporcio11al al número de vasos que ha quedado bloqueado por el 

patógeno y por las sustarncias resultanites de la infección (Agrios 2005). La 

temperatura óptima del terreno para el desairrollo de este patóg1eno es de 

aproximadamente 25° C, a temperaturas inferi:ores a los 15° C, se observa muy 

pocos síntomas (Bejo 2011 ). 

Sintomatología 

Los síntomas de esta enfermedad son dirversos, afecta todos l1os estadios 

fenológicos de las plantas, la infección es a nive!I radical y puede ocasionar la 

muerte de la plántula antes y después de la emergencia. El patógeno penetra al 

disco basal a través de heridas en las raíces y ocasiona una necrosis del sistema 

vascular (Apaza y Mattos 2002) . 

Los prim eros síntomas se muestran con hojas amarillentas y retorcidas , :las 

cua1les van muriendo in1ici.almente por la punta, durante las primeras etapas de la 

infección, toda la planta puede marchitarse, las raíces toman un color marrón 

oscuro y se pudren , es posible observar a medli:da que se desarrol.la la infección ,. 

un desarrollo fúngico blanco en !la base del bulbo que, en contraste con la 

podredumbre blanca de la cebolla , no contiene esclerocios. Si se corta 

longitudinalmente un1 bulbo infectado, se observará que el fondo del bulbo y la 

parte inferi:or de las diversas capas aparecen acuosos y de color gris claro (Bejo 

2011) (F1iguira 1 ). 
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Corchos:is 

Figura 1. Plantación de ceboll:a afectada por hongo del genero Fusarium 
(A) , bulbo con poco crecimiento , presenta corchosis y poco sistema radical (B) . 

Medidas de manejo para la pudrición basal 
En Costa Rica se reporta poca información sobre el manejo de Fusarium sp 

en el cultivo de la cebolla , algunos reportes bibliográficos indican las siguientes 

formas de combate. 

Combate cultu_ral 
La bi.ofumigación se propone entre los métodos de desinfección de suelos 

amigables con el ambiente (lriarte y Reybet, 2011 ). Este método ha sido utilizado y 

reportado como exitoso para control del genero Fusarium por Zhou 2004, donde 

publicó la reducción en la incidencia de F. oxysporum. f. sp. niveum en sandia (54-

69%) con restos de Vicia vi/losa; además Ramírez y Muneke 1988, observaron 

que la pobltación de F. oxysporum. conglutinans disminuyó un 20% con 8 t.ha-1 de 

repollo cortado y seco. 

Por otra parte la solarización es uno de los métodos culturales que ha 

presentado buenos resultados para el manejo de Fusarium sp en el suelo, Pulido 

et al 2009 reportan que es posible aumentar la producción al utillizar este método 

de desinfección del suelo comparándolo con uso de fungicidas químicos. Chan­

Jung et al 2007 , reportaron que la incidencia de la pudrición roja en ceboUa se 
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redujo del 99.9% al 5.2% en :las parcelas solar,izadas y la severidad disminuyó de 

80% a 20% en las parcelas solarizadas por 30 y 40 días con respecto al control. 

Combate biológico 
Según Pulido et al (2009) , el uso de hongos antagonistas como lo son 

Trichoderma spp, Paecifomyces lilacinus y Bacillus subtilis, son l:0s más utilizadlos 

para el cm1trol biológico de Fusarium oxysporum bajo un man1ej10 integrado de 

p1lagas. Khalil et al (2001 ), mencionan el uso de Glomus sp. Zac-119 y Glomus 

aggregatum como micorriza arbuscular para el control de Fusarium oxysporum f. 

sp . gladioli, la cual ataca el cultivo de la 9ladiola, las plantas presentaron una 

disminución1 en la pudlrieiión de los bulbos en comparac.ión al tratamiento testigo. 

Combate químico 
García (2003), menciona e ! uso die bromuro de metilo, la cloropicrina y el 

metam-sodio como opci10nes para ap llicar al suelo al momento del trasplante de la 

cebolla para evitar el i1ngreso de Fusarium oxysporum al sistema radical. 

Se ha señalado además el, uso de di.ferentes productos para 'lla desinfección 

de suelos .infestados. En este sentido e:n un documento desarrollado por 

Controladora de P'lagas Forestales (2007), informa el uso de procloraz, 

tebuconazole y propiconazole con buenos resu1ltadlos para el control del génem 

Fusarium a nivel de campo,. además de inhibición del crecimiento in vitro con el 

uso de difenoconazo,le, fludioxonil tebuconazoles. 

MATERllALES Y MÉTODOS 
El estudio se realizó en dos fases complementarias , ambas en ambientes 

controlados, uno a nivel de laboratorio y otm a nivel de ,j1nvernadero; la primera fue 

la base para la siguiente. En la segunda etapa se propuso confirmar si los datos 

obtenidos a nivel in vitro, correlacionan con los resultados obtenidos en al 

invernadero, sin embargo so,lo los mejores cuatro químicos y dos bi1ológicos del 

total de tratamientos fueron llevados a la seguinda etapa por razones financieras. 
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Primera etapa 

Identificación del eatógeno de cebolla con el uso de herramientas de 
biología molecular 

El aiislamienito Fc31 fue cultivado en placas de petri con el medio de 

cultivo PDA enmendado con el antibiótico d oranfenicol, un1a semana después se 

colectó el miceilio y se transfirió a un tubo de plástico de 1.5ml. Mediante el 

método de extracción propuesto por Rogers y Bendich ( 1988) para la obtención de 

ADN , se logró la obtención del material genético. La caracterización molecular del 

ais,lamiento se realizó con los ini:ciadores Ef11/Ef2 descritos por O'Donnell et al 

(1998) debido a que se reconoce como una región diagnóstica para el género 

Fusarium. 

Evaluación de Ja actividad fungicida de Jos productos seleccionados ante F. 
oxrsporum en condiciones in vitro 

Ubicación 
La eva luaciiión de la eficacia in vitro de los fungicidas seleccionados para la 

inh1ibición del patógeno Fusarium oxysporum se realizó en el Laboratorio de 

Investigación de la Universidad de Costa Rica , Sede del Atlántico. 

Obtención de cultivos 
El aislamiento del patógeno en estudio se aisló de raíz de plantas enfermas 

provenientes de la zona norte de Cartag.o, específicamente de Tierra Blanca, zona 

cebollera por excelencia que han reportado infestaciones considerables por parte 

de este patógeno en años recientes , el material se mantiene como parte de una 

colección. 

Este aislamiento fue utilizado en una i.nvestigiación previa donde se obtuvo 

la forma monospórica y se comprobó los postulados de Koch , para determinar su 

patogenicidad y agresividad en las plantas de cebol!la, además se realizó la 

caracter,ización del hongo por medio de técnicas de biología molecular. El mismo 
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fue seleccionado de otros tantos y resulitó el más agresivo en cuanto a tiempo para 

presentar los síntomas de la enfermedad (Pérez 2014) .. 

La patogienioi:dad del aislamien1to seleccionado se evaluó sobre plantas de 

cebollia de almácigo reproduciéndose los síntomas respectivos de lla enfermedad! 

que se conoce en condiciones de campo. 

Tratamientos 
Se 1realizó una prueba previa para valorar la eficaciia in vitro de productos 

comerciales disponibles en el mercado, utilizadlos y promisorios para el combate 

de Fusarium oxysporum. los productos evaluados se presentan en el cuadro 1. 
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Cuadro 1. Descripción de los productos fungicidas previamente evaluados in vitro . 

Inhibe la división celular y la mitosis, 
1 (riesgo alto a generar 

Mertect 50 SC Thiabendazole afecta la formación del uso 
acromático. 

resistencia) 

Altera la formación de la pared 

Forum 15 OC Morfolina clorado 
celular en todos los estados del 40 (riesgo de menor a 

ciclo de vida del hongo, excepto en medio) 
la formación de zoosporas. 

Benzimidazol + 
14 (resistencia baja o 

Banrot 49 WP 
tiadiazol dorado 

Afecta la peroxidación de lípidos. media) + 1 (riesgo alto a 
generar resistencia) 

Rompe la barrera permeable de la 
pared y membrana celular del 

hongo, pérdida del 
Timorex 22,3 EC Biológico control respiratorio de las células 

dejando libre el transporte de 
electrones, anula la actividad de la 

respiración mitocondrial. 

Fungal 60.5 SL Biológico Inhibe la estructura proteica. 

Inhibe la germinación de conidios y 
12 (riesgo de menor a 

Celest 2,5 FS Phenylpyrrole el crecimiento micelial. Afecta la 
trasducción osmótica. 

medio) 

lnhibidor de la transducción de 

Dicarboximide + señales en el patógeno en la 2 (riesgo medio a alto)+ 14 
Calidan 27,5 SC 

Benzimidazol 
mitocondria y el retículo (resistencia baja o media) 

endoplásmatico. lnhibidor de la 
mitosis y la división celular 
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Rovral 50 WP 

Leafclean 

Cairamba 9 SL 

Mirage 40 EC 

Regnum 25 EC 

Bellis 38·WG 

Dicarboximide 

Biol'ógico 

Triazol 

1 midazo 1les 

Estrobilurina 
Clorado 

Estrobilurina + 
Carboxamida 

(ensamblaj;e Beta-tubulina en 
mitosis). 

lnhibidor de la tiransducción de 
seña:l'es en el patógeno en la 

mitocondria y el retículo 
endoplásmatico 

Ataque de la pared celu'l1ar, de los 
hongos. 

Inhibe la síntesis de ergosterol. 

lnhibidor de la dimetilación del 
esterol (14-dimetilación en la ruta 
de la biosf ntesis dell ergosterol de 

las células fúngicas ; 
presumiblemente por ligazón a una 

función oxigenasa mixta 
constitutiva, involucrada en el: 

metabolismo del estml fúngico . 

Inhibe 1:a resp1iración mitocondrial. 

Afecta la cadena de respiración en 
la mitocondria. lnh1ibe la 

germinación de esporas impide la 
elongación del tubo germinativo, el 

crecimiento micelial' y la 
es:po:rulación. A nivel mo:lecular 

inh ibe la succionato 
desh idrogenasa, enzima que es 

parte importante en el Ciclo Krebs, 
y por lo tanto afecta el flujo de 

carbonos a los metabólicos como la 
cadena de ATP, 

2 (riesgo medio a alto) 

3 ó IDMl's (Demethylation 
lnhibitors) 

3 ó DMl's (Demethylation 
lnhibitors) 

11 ó Qol 's (Quinone outside 
inhibitors) 

11 ó Qol's (Quinone outside 
inh ibitors) + 7 ó SDHI 

(Succinate dehydrogenase 
inhibitors) 
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Para cada fiung1icida , se realirzó una preparración de 1una sollución madre con 

una concentración de 2000 µg .. ml- 1, a partir de la cual se obtuvieron las 

concentraciones por evaluar. El medio de cultivo ublizado fue papa dextrosa agar 

(PDA. Difco , Le Pont de Claix , Francia), al cual se lie aplicó una alícuota de cada 

dilución de manera que se obtuvo en placa las sigUientes concentraoiones: 0,0; 

O, 1; 1,0; 10,0; 100,0 µg.ml-1 . 

Evaluación de la eficacia in vitro 

Del aislamiento monospóri:co se tomó uin disco de 5 mm de diámetm del 

borde de un1a colonia de 7 días de establecida e:11 medio de cultivo PDA. Este se 

colocó e111 el centro die las pl.acas Petri en forma invertida, de manera que el 

micelio quede en contacto di,rncto oon el medrio PDA con las concentraciones de 

los fungicidas . Las placas se incubaron a una temperatura entre 22ºC y 24ºC 

durante 8 días. 

La inhibri'Ción del crecirnienrto del patógeno por el efecto del fungicida se 

estrimó midiendo con una regla, el diámetro de la colonia del hongo en forma 

hori1zontal y ve'rtical (diámetro más largo y más corto) , y se calcul1ó el promedio 

para la cepa en cada tratamiento , los seis mejores fungicidas quríimicos y los dos 

mejores fungicidas biológicos, que inhibieron el crecimiento del patógeno 

Fusarium, foernn l.os ufüirzados para la segunda etapa in vivo. 

Sel1ección de los tratamientos evaluados para la segunda etapa (in vivo) 
El porcentaje de inhibición del crecimiento micel:iall se determi:nó mediante la 

fórmula propuesta por Cole et al (2005): 

% inhibición = (diámetro p,rom_edio e_11 :PDA sin fungicida-diámetro promedio en PDA con fungicida) x 100 
diámetro promedio en PDA sin fungicida 

Estos datos fuernn utilizados para generar .la concentración efectiva media 

(,ECso), o con,centración de plaguidda que causa la muerte a la mitad de 1:os 

i.ndividuos; (reducción del 50% en el avance del crecimiento diametral del micelio 

del hongo, en comparación con1 el testigo) la que sirvió como valor de 1referencia 
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para seleccionar los productos más efechvos para el control de Fusarium 

oxysporum. 

Para obtener los valores de EC5o correspondiente a la concentración de 

cada fungicida , se obtuvo el promedio de los valores de la inhibición los cuales se 

graficaron contra el logaritmo de las concentraciones del fungicida y se determinó 

la regresión lineal. El logaritmo de la EC50 se calculó basado en la intercepción con 

el eje " x " que corresponde al valor del 50% de inhibioión en la regresión linea li. 

Los valores de l1a EC 50 se calcularon como el antilogaritmo del resultado obtenido 

del logaritmo. Es decir, se reemplazó el valor "50" en las ecuaciones resultantes 

que relacionan la variabfe respuesta , el porcentaje de inhibición (y) , con el 

logaritmo de la concentración del fungicida y se cal'culó el antilogariitmo. 

Segunda etapa 

Evaluación de la eficacia de los productos seleccionados en plántulas de 
cebolla 

Ubicac.ión 
La prueba se realizó bajo un sistema controlado de invernadero en las 

instalaciones de la empresa Almácigos Pacayas, ubicada en Tierra Bllanca de 

Cartago. Los datos climatológ,icos promedio anual son de lluvias de 22811 mm, días 

Uuvi.osos 223, temperatura media de 16, 5 ºC y humedad rel'ativa de 88%. 

Los datos climatológicos en cuanto a la temperatura y la humedad relati.va 

(mínima/máxima diaria) se registraron a lo largo del periodo de evaluación 

con un termohigrómetro marca Taylor con una :incertidumbre de± 0.1 ºC. 

Establecimiento del material vegetal 
El materi1a vegetal o variedad de cebolla utilizado en el trabajo fue la 

ALVARA de l'a casa comercial BEJO®, las semillas se cultivaron en bandejas de 

200 hoyos, colocando sustrato (anexo 3) esterilizado con autoclave en el fondo de 

los mismos (turba Berger en mezcla con materia orgánica proveniente Hacienda 

Juan Vi·ñas , relación 50-50) , se colocó una semilla en cada punto y se cubrió con 
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no más del doble de su tamaño con más sustrato estéri l1. Las bandlejias se 

co1locaron e1n cámara de germinación durante los primeros 7 días donde se les 

mantuvo con c0indic.iones de humedad mayores al 90%, de ahí pasaron a 

condicio1nes de invernadero. 

Inoculación de lla cepa de Fusarium oxysporum 

Preparación del inócu/o de Fusarium oxysporum 

Para la producción del inóculo se utilizó como referencia la metodología usada 

por Aguilar (2014); se prepararon platos petri con el medio de cultivo PDA más ell 

antibiótico chloramphenicol, colocando micelio de la cepa Fc31 de la colección de 

aislamientos de Fusarium oxysporum de cebolla. Cada pfato petri se incubó a una 

temperatura de 28º C hasta que el crecimiento dell micelio cubrió la total,:idadl del 

área del plato. 

Luego se procedió a tomar círculos de micelio de 0.5 cm de diámetro los 

cuall'es se oolocarnn en un frasco de Erlenmeyer con 26 gr de arroz (previamente 

esteriJ,izado en dos ocasiones) con el propósito de que el hongo crezca sobre este 

sustrato. Los frascos Erlenmeyer fueron col.ocados en una incubadora a uina 

temperatu1ra de 28º e por espaci.o de 15 días hasta que las esporas del patógeno 

cubrieron por completo el arroz. El material se movió cada día con el fin1 die evitar 

que se agilomerase . 

.Inoculación de las plantas con Fusarium oxysporum 

La inocullación se 1realizó 7 días después de la si'embra, momento en que se 

trasfirió las bandejas al invernadero. Se aplicó a cada hoyo 5 gramos de arroz con 

inoculo de'I hongo Fusarium, para esto se utilizó un recipiente cuyo volumen pesó 

los 5 gramos del arroz inoculado. 

Luego de trascurridos 8 días de la inoculación se tomó una muestra del 

sustrato para evaluar llas poblaci1ones microbiiológicas de suelo según la 

metodología descrita por Weaver et al (1994), y verificar la efectividad de la 

misma. 
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Aplicadón de los productos seleccionados 

Los cuatro tratamientos químicos y dos biológicos con los meJores 

resultados en la etapa 11, fueron seleccionados para la evaluación de la seg;und!a 

etapa, se real'izó la primera aplicación de los 13 días después de la inoculaci:ón 

(0011), con el fin de brindar el tiempo surficiente para que haya ocurnido el proceso 

de 1i1nfección y estab'l1ecimiento del patógeno en ell sustrato y las raíces de l'as 

plantas de cebolla, la segunda aplicación se realizó 15 dias después. Se utilizó 

una bandeja de madera forrada con plástico para sumergir las bandejas por 45 

segundos , la dosis utilizada fue la recomendada por el fabricante, para el uso en 

suelo , con un volumen tota 1l de mezcla de 1 O 'litros, el pH de'I agua de grirfo utilizada 

fue de 7, y se midió con cintas de pH. 

En el1 cuadro 2 se muestra las dosis ufüi1zadas. 

Cuadro 2. Tratamientos seleccionados para el control! de Fusarium oxysporum 
bajo condiciones controladas de invernadero. 

*Medidas tiomadas corn cintas de medición de pH. 

Variables fitopatollógicas 

1,25 

5.,üO 
5,00 

125 
0,6.2 
1,00 
1,00 
0,75 

40 

4,5 
4,5 

4,5 

4,5 
4,5 
4,5 
4,,5 

Al final de llos 45 días de evaluación en invernadero, se tomó una muestra 

de S'Ustrato compuesta por el contenido de 30 hoyos por cada repetición, el mi1smo 

se homogenizó y se illevó al laboratorio; donde se real!izó microbiolog1ía del 
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sustrato (dilución 10-2) según la metodología descrita por Weaver et al 1994, para 

determinar la presencia o ª 'usencia de Fusarium y así la eficacia de los 

tratamientos. 

Variables fi.si:ológicas y de crecimiento 
Las variables fisiológicas y de crecimiento se evaluaron 45 días después de 

la siembra , final del ciclo del cultivo de cebo.lla en etapa de almacigo de 

invernadero, por med io de la medici,ón de la clorofila , crecimiento y desarrollo de la 

planta (grosor del tallo (mm) , número de hoj1as , altura a la aparición de las hoj'as 

(cm)) , peso seco (g) y volumen radical (cm3) y longitud radical (cm) . 

El crecimiento de la base de las plantas hasta la aparición de las hojas se 

midió con ayuda de un vernier dig,ital TRUPER, colocándolo desde la base de la 

planta hasta lla aparición de la hoja más joven , el grosor del tallo se midió con el 

mismo equipo . 

La medición de las variables referentes al sistema radical consistió en una 

muestra de las raíces de 30 plantas por repetición , las cuales fueron lavadas con 

agua de grifo, para eliminar la totalidad del sustrato, seguido se calcul!ó la longitud 

(cm) y el volumen radical (cm3) utilizando el programa WinRh izo Pro versión 2004 , 

fab ricado por Regent ,lnstruments. 

El peso seco foliar (g) , se determinó tomando 30 p1lantas por repetición , se 

lavaron sus raíces con agua de grifo para eliminar todo el suelo adherido , 

posteriormente se separaron las raíces del bulbo utilizando un bisturí , luego el 

área foliar de las plantas se colocó en una bolsa de papel en una estufa por un 

período de 3 días a una temperatura constante de 70ºC para luego ser pesadas 

con balanza analítica . 

Diseño experimenta11 y análisis estadíistico 

El diseño experimental utilizado fue un irrestrícto al azar ya que el ensayo 

se realizó baj.o condiciones controladas de invernadero, se evaluaron cuatro 

repet.iciones compuestas por bandejas de 200 hoyos con una semilla de cebolla 

por agujero por cada producto. Se descartaron los bordes al momento de las 
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evaluaciones para un tota 11 de 140 plantas por 11íepetiición, para un total de 560 

plántu las , de estas se tomaran 30 plantas por repetición como submuestra para 

realizar dichas evaluaciones. 

Los datos se ainalizaron con el software estadístico lnfoStat versión 

estudiantil , los datos fueron sometidos a un análllisis de vari.anza (ANOVA}. Para el 

análisis de medias se aplicó 11a prueba de Fisher a una significancia del 5%. 

También se rea llizaron los análisis de supuestos para normalidad de datos y 

variabilidad de medias . 

El modelo estadiíst1ico a utilizar estaría dado por: 

Yij = U + Ti + Eij 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En la presente iinvestigación se generó la línea base para la población del 

patógeno Fusarium oxysporum, que ha recib:idlo tratamiento fungicida ; los 

resultados obten1idos se consideran como una contribución para conocer la 

expres 1ión del patógeno a los productos evaluados. 

Identificación del patógeno de c·ebollla con el uso de· herramientas de 
biología mollecular 

Los resultados de la PCR con los iniciadores Ef1/Ef2 , utilizando ADN del 

patóge1110 procedente de cebolla, generó un producto de aproximadamente 700pb 

(figura 2) , el cual fue visualizado por medio de electroforesis en un gel 1.5% de 

agarosa, este resultado es similar al reportado por los autores orig iinales de los 

iniciadores. 

Los productos de PCR obtenidos fueron secuenciados en la compañía 

Macrogen, lnc. con centro de operaciones en Corea del Sur 

http ://www.magrogen.com/engi/macrog,en/macrogen_main.jps). El alineamiento 

obtenido fue comparado en la base de datos del Banco de Genes del National 

Center far Biotechnology lnformation (NCBI , http://www.ncb.i.nlm.nih.gov) mediante 

la anális:i1s básico de alineamiento local (BLAST) search (AL TSCHUl et al. 19'97}, 

para lo que se obtuvo similitud en un 69% de cobertura y un 94% de entidad con 

Fusarium oxysporum (Liu et al 201'4) .. Además t:i'ene una sim ilitud dell 69% de 

cobertura y un 93% de entidad con Fusarium oxysporum f.sp. cepae (Mbofung et 

al 2007) (anexo 1) 
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Figura 2. El1ectroforesis de productos de PCR generados con el uso de los 
iniciadores Ef1 /Ef2: carriles IM) marcador molecular de 1 OOpb ; 1-2-3) muestras de 

ADN de patógenos de cebolla; 4) control positivo; 5) contro1ll negativo sin ADN. 

Primera etapa 

Evaluación de los productos in vitro 

Los resulitados con respecto al EC5o obtenidos en la presente investigación 

(cuadirn 3) , reflejan que el 62% de los fungici:das posee valores superiores a 1 

ug.ml-1; refe1renda a partir die la cual se considera que hay riesgo de pérdida de la 

sensibilrdad del patógieno (De Lapeyrn de Bellaire y Dubois 1997); a este grupo, 

por lo qu:e 111 0 serían1 adecu1ados utilizarlos dentro de una estrategi1a de contm ~ del 

patógeno. A diferencia del restante 38% de los fungicidas como metco11azole. 

prodornz, boscalib-pyraclostrnbin , pyraclostrobin , flludioxoni ll y metil tiofanat­

etridiazol que presentan valores del EC5o inferiores al va'lor de referencia (1 ug.ml-

1); estos pueden ser ubi1lizados dentro de un manejo integ1rnl de'll patógeno con 

prevención según código FRAC. Los mejores tratamientos biológiicos basados en 

el valor EC5o, fueron el fermento de Lactobasillus y extracto de semil las de cítricos 

(Citrus sinensis). 
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Cuadro 3. Resultados de EC5o (ug.ml-1) de las evaluaciones in vitro, valores 
código FRAC (2015) 

0,00005 

0,00466 

0,.52937 

0,61483 

0,20792 

5,09707 

2,97729 

12,67988 

8,77756 

77,38398 
Mayor 

500 

mayor 
1000 

3 ó DMl's {demethylatíon 
inhibitors) 

3 ó DMl's (demethyllation 
i1nhibitors) 

7 ó SDHI (succinate 
dehydrogenase i1nhibitors) / 111 ó 
Qol 's (quínone outside inhibitors) 

11 ó Qol 's (quinone outside 
inh1iibitors) 

código 12 

código 2 I código 1 

códii:go 1 / FIRAC 14 

códig10 2 

código 40 

medio a alto 

medio a alto 

medio a alto 
riesgo I más 

alto 

más alto 

menor a 
medio 

medio a alto/ 
alto riesgo 

alto/ baja a 
media 

medio a alto 

bajo a medio 

* lngiredientes activos seleccionados para la seg:unda etapa de evaluación. 

lvic y colaboradores (2011 ), presentan valores inferiores a O, 1 ug.ml-1, para 

la molécu la metconazol, en hongos del género Fusarium de las espe<:> ies 

avenaceum y verticillioides. Spolti et al , (2014) reportan también valores EC50 

inferiores a O, 1 ug.ml-1 para pruebas in vitro contra Fusarium graminearum. Según 

lo anterior, se puede decir que el ais lamiento util1izado para el metconazole, aun no 

presenta pérdida de sensibilidad a este ing rediente activo. Estos investigadores 

además reportan para proclloraz , valores inferiores a O, 1 ug.ml-1, para F. 
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graminearum, F. avenaceum y F. verticillioides . Herrera et al (2011 ), y Gonzales et 

al (2012), reportan un 100% de efectividad para inhibiir in vitro el crecimiento 

micelial del hongo Fusarium solani. 

E.I tratamiento boscalid en mezcla con pyraclostrobin , esta reportado como 

fungicida que controla algunos representantes del género Fusarium (Rutgers 

2012) , sin embargo no ha sido muy estudiado hasta el momento para control de 

hongos de suel10; ha sido un fungicida utilizado principalmente para manejo de 

patógenos foliares . 

El fungicida pyraclostrobin , presento un valor más alto que e,I reportado por 

Pérez (201!4) , para el caso de pruebas de sensibilidad para 1 O aislamientos de 

Fusarium spp aislados de mazorcas de maíz; donde presentaron valores de ECso 

de 0,027 a 1,940 ug .ml-1, con una media de 0,524 ug .ml-1
, siempre inferiores a 1: 

por lo que s·iguen siendo patógenos sensibles al fungicida . 

El: fungicida fludioxonil, presentó un valor de ECso promedio menor a 1 

ug.ml-1, lo que coinoide con el reportado por Amini y Sidovich (201 O) , para 

pruebas de sensibilidad en el agente causal Fusarium oxysporum f . sp. lycopersici 

0,256 ug .ml-1 . Peters et al (2008) , obtuvieron valores de ECso con fludioxonil para 

aislamientos de F. sambucinum de 0,002 ug .ml- 1
, aislamientos de F. coeruleum 

también fueron sensibles a flud·ioxoni.I, con valores de ECso medias de 0, 17 ug .ml-

1. Otros aislamientos expuestos en pruebas in vitro , por los anteriores 

investigadores a fludioxonil , de Fusarium coeruleum y Fusarium sambucinum 

fueron resistentes, ya que no mostró una inhibición del crecimiento micelial , 

incluso a 100 mg de fludioxonilo por litro. Los autores mencionan que para ellos 

este es el .primer informe de 11a resistencia a fludioxonil en los aislados de Fusarium 

spp y actualmente no se presentan más iinformes similares. 

Metil-tiofanato en mezcla con etridiazol, presentó un valor de ECso mayor a 

ug.ml-1' , estos ingredientes activos se tomaron como referencia del tratamiento 

comercial·, ya que ha sido uno de los productos más utilizados por los agricultores 

cebolleros para control de hongos edáficos. Rutgers (2012) , lo reporta como 

contro1lador de Phytophthora, Pythium, Thielaviopsis, Rhizoctonia y Fusarium. 
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Rodríguez y Montilla (2002) , determi1naron efectos reductores sobre el 

crecimi:ento mice lial del hongo F. oxysporum f. sp. Jycopersici, con valores de ECso 

de 63 ug.ml-1 con pruebas in vitro de extracto de cítricos (Citrus paradis1) , el valor 

de ECso encontrado en este trabajo., coincide con lo reportado por los autores. 

Quiroz y colaboradores (2004) , reportan que los Lactobacillus juegan un 

pape;I 1importante en el control de Fusarium sp; el Ecso obtenido para el producto a 

base die fermentos de Lactobasil/us, fue mayor a 500 ug .ml- 1 , este vallor no se 

compara con los valores reportados por De Lapeyre de Bellaire y Dubois (1997) , 

por ser un produ1cto biológico. 

Los tratamientos cuyos Ecso resul:taron en promedio mayor a 1 ug.ml- 1 , a 

partir del cual los aislamientos se consideran que han perdido la sensib ilidad al 

ingrediente ad:ivo (De l apeyre die Bellaire y Dubois 1997); son iprodi1ones en 

mezcla con carbendacina con un valor de Ecso die 5,09707 ug.ml-1
, benzimidazole 

con 2,97729 ug.ml-11
, dicarbox,i1mide en mezcla con prodione con vai'lo r de 8,77756 

ug.m:l-1, dimethomorph con valor Ecso de 77 ,38398 ug.ml-1
, fermentos de 

Lactobasillus con Ec50 mayor a 500 ug.ml-1, extracto die cítri'cos (Citrus paradis1) y 

el aceite die Melaleuca alteroifolia con valor Ecso mayor a 1000 ug .ml-1 . 

Segunda etapa 

Evaluación de la eficacia de Jos productos seleccionados en plántulas de 
cebolla 

Los val:ores de 111as variables evaluadas en la segunda etapa fueron 

estadísticamente ana'llizados con LSD Fisher p=0,05 y cumplen con los supuestos 

de normalidad , homocedasticidad e independencia de los datos (cuadro 4). las 

plantas evaluadas con fermentos de Lactobacillus no se lograron evaluar, ya que 

el producto causó fitotoxicidad a las mismas. 

La variable girosor (mm) de la base del tallo indica que el tratamiento 5 

(flludioxm1il), presenta mayoilí valor de media en comparación con el resto de los 

tratamientos con un valor de 3,06 mm, según l SD Fisher p = 0,05 ;. sin embargo 

estadísticamente no presenta diferencias significativas con los tratamientos 3 

(boscaliid -pyraclostrnbin) con media de 2,91 mm, tratamiento 7 (extracto de 
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semillas de cítricos) con medi1a de 2,87, el tratamrento 8 (testigo inoculado) con 

valor de grosor de tallo de 2,60 mm y el tratamiento 2 (procloraz) con valor de 

media de 2,79 mm. En orden descendente de grosor, el tratamiento 4 

(estmbirulina-pyraclostrobin1) y 6 {etridiazol) con valores de medias de 2,73 mm y 

2,60 mm respectivamente , presentan diferencias estadísticamente significativas 

con respecto a fludioxonil (mayor grosor) , sin embargo no las hay con todos l1os 

demás tratamientos mencionados. El úin ico trntamiento que se presenta 

dlHierencias estadísticamente significat1ivas es triazol con valor de media de 2,03 

mm, ,lo cual se debe a que este ingrediente activo causó toxicidad a 1las plantas 

tratadas. El grosor del tallo es importante considerarlo en plantas de almácigo 

antes de Uevarlas a campo abie1rto, ya que la capacidad de sob1revivenci1a en 

condiciones climáticas adversas tanto de estrés hídlrico como de alta humedad , 

depende en parte de 'las condiciones óptimas en el desarrollo fisiológiko de las 

plantas. P.lantas con tallos má1s gruesos, mantienen durante más tiempo la 

turgencia por lo que se evita el volcamiento de las mismas y por ende el contacto 

de las hojas con ell suelo ca!liente que causa diaños mecánicos en los tejidos por 

las altas temperaturas. 

Figura 3. Plantas de cebolla evaluadas al fin al del ciclo de desarrollo en 
invernadero. 
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La variable longitud de raíces no presentó diferencias estadí,sticas entre los 

tratamie nitos, pero los valores más altos se encontraron en los tratamientos 

procloraz: y fl!udioxoni1I (anexo 6). Esta condición de mayor longitud de raíz aunado 

con el mayor grosor del tallo que se observaron en estos tratamientos , sugieren 

una buena cond1ción de la pl'anta para almácigo. 

E,I ~ratamiento con triazol , estuvo relacionado con plantas con menor 

lon91i1tu:d de sistema radical y valores menores die grnsor de tallo , sin embargo; aun 

cuando este tratamiento presentó los mejores resultados en control del patógeno 

en la primera etapa , tierne un efiecto fitotóxico en etapas temprana del desarrollo de 

la planta, lo que no se observa en pllantas más desarrolladas. 

!Es importante contemp,l,ar lo anterio r para futuras investigaoiones donde se 

lleve los tratamientos hasta etapas finales del cultivo, así como la uti1lización de 

otros tipos de sustratos en invernaderos o planteles reali1zados en el sueilo, ya que 

la expresión de las caracterí1sticas de cada fungicida es probable que dependa en 

gran medida del sustrato donde sea aplicado. 

Cuadro 4. Valores promedio de variabl1es evalUadas en plantas de cebolla 
tratadas con diferentes rngredientes activos_, 1inoculadas con Fusarium oxysporium. 

Absoluto Inoculado 

2,73 B C 

306A. 

2,60C 

3,00AB 

38,05 B C 

33,95C D 

39,53AB 

7.80C D 

5,16 B 

7 

5,H B 

4,65A B 

6,178 e 

0,04 BC 

0,04A 8 

Row valor más alto. Verde: segundo va lor más a'lto . Amarillo: tercer valor más alto. 

3,19A 

2,638 

2,638 

2,72 .A B 

2,498 

Letras iguales significan valores sin diferencias estadísticamente sign:ificartivas según 
análisis Fisher. 

Las molécurlas boscalid-pyraclostrobin {tratamiento 3) , estuvo relaci1onadio 

oon plantas que presentaron valores similares estadísticamente con los 

tratamientos anites mencionados , por lo que se puede referir a estos productos 
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como opciones dentro de un manejo in ~egrado de producción de almácigo de 

cebolla en invernadero, donde se puede hacer rotación de moléculas en las 

aplicaciiones prevent,ivas, así evitando urna posible resistencia por parte del 

patógeno, con la ventaja de que pertenecen a códigos FRAC diferentes. 

Por otra parte al analllizar llos datos obteniidos para la variable volumen 

radical (cm 3) , la prueba estadística LSD Fisher p = 0,05; que evidenció que 

ninguno de los tratamientos evaluados presentaron una influencia significativas 

sin embargo, se puede notar qu:e al aplicar procloraz, las plantas presentaron un 

valor de volumen radical mayor, seguido por el 3 (boscalid~ pyraclostrobin) y 5 

(fludioxonil), estadísticamente estos tratamientos son sim i1lares entre sí. Es 

importante considerar que esta característica es de gran importancia en ell 

momento del trasplante a nivel de campo, ya que se considera que plantas con 

mayor sistema radical son capaces de realizar el: proceso de adsorción de 

nutrientes proveni,entes del suelo ya sea por parte de las fertilizaciones como 

abonos qu.ímicos y o materia orgánica ; por ende mayor capacidad de un desarrollo 

inicial de la planta lo que a su vez repercute en !a sanidad de la misma ya que una 

planta con condiciones equil,ibradas de nutrición, presenta mayores ventajas en 

cuanto a pla9as y enfermedades. Lo anterior se ref,iere siempre y cuando las 

p ~ antas sean cultivadas en un suelo sano ya que el contacto de un mayor sistema 

radical con un suello rico en materia orgáni:ca y biota edláfica, favorece la 

retroalimentaoión planta-suelo, donde en una relación pos.itiva se beneficiian las 

condiciones de rizósfera lo que favorece las capacidades competitivas de esta 

planta frente a otra. 

Al considerar la variable de respuesta biomasa (g), para las plantas 

analizadas no se detectó diferencias significativas entre los tratamrentos 

evaluados (Fisher p = 0,05) , no obstante es válido mencionar que las plan1tas que 

creci:eron en un medio con el tratamiento procloraz presentaron el valor más alto 

para peso seco de área foh1ar, seguido por aquellas expuestas al tratamiento 

fl'udioxonil y 8, este ú1ltimo es el tratamiento testigo, las similitudes en cuanto a 

biomasa aérea del testigo frente a plantas tratadas, se puede explicar cómo una 

respuesta estructural al ataque de patógenos , donde se da engrosamiento de.11 

26 



bulbo (corchosis) . El tratamiento metconazol presentó menor valor biomasa 

expresada en gramos de peso seco , además menores resultados positivos en 

var.iables de sistema radical, sin embargo fue el de mejor control contra el 

patógeno en la etapa de in vitro y a nivel de invernadero ; esto plantea 

·interrogantes que deberán ser analizadas en futuras investigaci,ones; ya que bajo 

condiciones de un desarrollo mayor de las plantas, donde la etapa de la planta no 

sea susceptible al producto, es una herramienta muy importante para control del 

patógeno del género Fusarium. 

Para l'a variable altura de plianta (cm) , el; estadístico LSD Fisher p = 0,05 , no 

detectó diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, sin embargo; el 

tratamiento 2 (procloraz) presentó un valor mayor de altura a .la aparición de la 

primera hoja, este tratamiento es el que se ha encontrado los mejores valores de 

todas las variables evaluadas. 

l as plantas tratadas con el ingrediente activo procloraz, en general fueron 

las que mostraron mayor cantidad de características deseadas , el valor de Koc o 

coeficiente de adsorción de carbono orgánico (medida de lla distribución del 

compuesto entre el suelo y la fase líquida) de este producto es de 500 ppm, l.o que 

significa que por cada partícula libre en la solución del suelo, quedan 500 ppm 

partículas adsorbidas al suelo; y la vida media es de 1120 días, lo que indica que 

tiene una moderada absorción por lo que controla el patógeno a nivel de suelo y a 

nivel de tejido interno. Además de la vida media que sobrepasa los días 

evaluados; por lo tanto es una excelente herramienta para ser utilizada en etapas 

donde las plantas de cebolla ya están infestadas con el patógeno. 

Flodioxonil, tiene un valor de Koc de 145600 ppm y un valor de vida media 

de 239 días, esto indica que su adsorción es extremadamente fuerte , por lo tanto 

el control que esta molécula química puede tener sobre el patógeno es meramente 

preventiva , si el patógeno está en el interior de la planta , esta molécula no se 

moverá al interior para dar un control , sin embargo; en este ensayo se obtuvieron 

resultados positivos ·noculando las pl·antas, esto se puede explkar con el hecho 

de que el fungicida controlo el hongo presente en el sustrato y en la rizósfera , 

posiblemente la concentración de patógeno dentro de la planta no fue el suficiente 
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como para reflejar disminución en las variables grosor de tallo, longitud radical, 

volumen radical, biomasa y altura die la planta. 

la molécula del metconazole tiene un valor de koc de 1, 71 O ppm y un valor 

de vida media de 84 días, estas características lo hacen una herramienta ideal 

para su uso en condici1ones curativas cuando ya la planta esta i1nfestada con el 

patógeno , sin embargo es importante considerar que a pesar de ser un activo que 

con1trola el hongo Fusarium, causó síntomas de toxi'Cidad en las p.lantas 

evaluadas , por lo que es importante utilizarlo en pllantaciones ya establecidas en 

campo con un sistema radical más fuerte , o realizar pruebas usando dosis más 

bajas. 

Los valores obtenidos de las plantas del tratamiento teshgo {absoluto 

inoculado), presentan datos altos de las variables evaluadas, estos resultados son 

a causa de llos efectos causados por el hongo Fusarium en las plantas , donde el 

patógeno, al invadir el xilema de las raíces y tallos, interfiere fundamentalmente 

sobre el flujo ascendente del agua a través del xilema, por lo que se da una 

acumulación de los nutrientes adsorbidos vía raíz, en 11a base del bulbo, de ahí el 

efecto en el grosor del tallo, longitud y volumen radical y por ende biomasa. 

La evaluación final se basó en la determinación de UFC (unidades 

formadoras de colonias) de Fusarium en el sustrato, donde se obtuvo los 

resultados del siguiente cuadro: 

Cuadro 5. Resultados de evaluación final del sustrato de pllantas tratadas con 
distintos ingredientes actirvos fungicidas. 

1,710 
Si 5001 

Si 9304 / 2,6 
Si1 9304 
Si 145600 
Si INo disponible 
Si No aplica 
Si No apli1ca 
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Es impo1rtante menc10:nar que las heridas e:n el si1stema radli1cal causadas 

por nematodos , otros hongos edáficos, prácticas culturales u otros factores; 

favorecen el ingreso de Fusarium, incluso las mismas aplícac.iones de los 

productos químicos , puede causar lesiones en el sistema radi:cal que favorezcan 

su ingreso; por lo tanto es importante considerar evi1tar causar esas heridas si no 

estamos controlando efectivamente er hongo. Como se puede observar en el 

cuadro 5, ninguno de los t1ratamientos logro eliminar en su totalidad e l patógeno, 

sin embargo basados en la discusión anterior de las variables , podemos afirmar 

que a pesar de la presencia del hongo en el sustrato, las pllantas logran su 

crecimiento y desarrol l:o; es posible que los fungiiiCidas no permitieran la infección 

de las plantas. 

29 



COINCIL U SIO N ES 

1. Elll patógeno utilizado tiene una sim ilitud del 69% de cobertura y un 93% die 

enitidad con Fusarium oxysporum f.sp. cepae; información importante por 

const,derar para futuras investigaciones, segiú n1 la comparación del 

allin,eamiento con la base de datos del Banco de Genes del National Center 

fo r Biotechnology lnformation (NiCBI , http://www.ncb!i1.nlm.nih.gov) mediante 

la análisis bá1sico de alineamiento local (BLAST). 

2. Los resu ltados con respecto ali ECso reflejan que el 62% de los fu ng icidas 

evaluados posee valores superiores a 1 ug .. m1-1 ;, referencia a partir de la 

cual se cons'i:dera que hay riesgo de pérdida de la sensibilidad. 

3. El 38% de los fungiicidas (metconazole, procloraz, boscalib-pyraclostrobin, 

pyraclostrobi1n, fludioxonil y metJil tiofanat-etr,idiazol) presentan vailores del 

ECso inferiores a 1 ug.m1-1; por lo que pueden1 ser utilizados dentro de un 

manejo integi1ral del patógeno con prevención según código FRAC , siempre 

y cuando se teng1an1 los ¡registros necesarios para su uso en cebolla. 

4. La variable grosor de tallo (mm) no presentó un tratamiento con diferencias 

significativas positivas, sin embargio ell fludioxonill presentó un valor mayor, 

caracteriística deseada por los ag ri1cultores cebo!leros. 

5. La va111 iable de respuesta l,ongitudl radical , según LSD Fisher p = 0,05 no bay 

trntamientos totalmente significativos, aunque el tratamiento 2 (procloraz) y 

el tratamiento 5 (fludioxonill) muestran las medias más altas. 

6 . No se detectó diferencias si1gnificativas para la vari1able vol:umen radical 

(cm 3) , según LSD Fisher p = 0,05; sin embargo, el tratamiento 2 (proc'loraz) 

es el que marcó mayor va:11or de vol 'l!.J men radica l, segui'do por el 3 (boscalid­

pyraclostrobin) y 5 (fludioxon:il) . 
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REGOMEINDACIONES 

1. Realizar aislamiento y caracterización genética de muestras de más zonas 

cebolleras del pa1í1s, ya que en esta investigación se utiilizó material 

exclusivo de la zona alta de Cartago, así como determinar sir en la zona de 

Cartago se presentan otras especies de Fusarium afectando este cultivo. 

2. Es ,importante conitemplar lo anterior para futuras i1nvestigiaciones donde se 

lleve los tratamientos hasta etapas finales del cultivo o sea en condici,ones 

de campo, así como incluir un testigo abso!luto sm inocular y determinar 

incidencia y severiidad de la enfermedad. 

3. Es valioso evaluar otros tipos de sustratos en invernaderos o planteles 

realizados en el suelo , ya que la expresión de las caracterí1sticas de cada 

fungki'da dependerá1 en gran medida del sustrato donde sea apllicado . 

4 . Es significahvo para fuitu1ras investigaciones la uhlización de más 

ingredientes bi:O'l1ógicos , así: como el uso de microorganismos biológicos, ya 

que la agricultura está tomando un giro hacia una producción más 

sostenible con el medio ambiente , esto implicar.ía otro tipo de metodologí1as 

de evaluación. 

5. Es importante en futuras investigaciones realizar las pruebas y 

evaluaciones bajo condiciones de distintas gradientes de concentración de 

funguicida , esto con el fin de determinar si en esa etapa es posible util.izar 

concentraciones menores y se dé urn buen efecto de control del patógeno. 
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SUGERENCIAS AGRONOMICAS 

1. Utilizar e:n el cu:ltiivo de cebolla dentro de un manejo integrado de p:l1agas, 

productos a base de metconazole, prodoraz, boscallib-pyraclostrobi1n, 

pyraclostrobin, fludioxonil y metiill tiofanato-etr,idiazol, siempre y cuando 

existan registros de uso en el país. 

2. Tener en consideración que los ingredientes metconazole y procloraz 

comparten el mismo códi,go FR.AC; así como boscalib-pyraclostrobi1n y el 

producto con so'lo pyraclostrobin. 

3. Uti'lizar los productos a base de semillllas de cítricos, metabolitos de 

Lactobasillus y el metconazole, en etapas más avanzadas del ciclo die 

cultivo , parn evitar o reducir la fitotoxici:dad. 

4. En caso de infecciones graves de Fusarium, es posible sugerir la mezcla de 

fludi,oxonil con cualquiera de los otros ingredientes activos estudiados 

siempre y cuando existan registros die uso en el pais . 
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ANEXOS 

Anexo 1. Secuencia genética de análi1sis del aislamiento Fc31. 

>Fc31 
GTATACGATACTCTCTATAAAAGCTACCCGATATAACACACACACACCAACCA 
CCGCCAACAGAGTGTGACAGGATGGGAGGAACCCCAGTGTTACATGTTCCTC 
GATGCAAATCACCGGTGACCCGGGAGCGTCCTGGATGATATGTTACTACGAC 
ACACAACTAGAATCAAGCACCAGCGACAACATACCAATGACGGTGAGATAGTA 
GCGAGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCA 
CGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGCGTACTTGAAGGAACCCTTAC 
CGAGCTCAGCGGCTTCCT A TTGTTGAGTGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGA 
CGACGCACTCATTGAGGTTGTGAGAATGGTAAGAGGGCAAACGCTCCCGTCG 
CTCAAGTGGCGGGGT AAGTGCCCCACCAAAAAAA TTACGGTCATATTGCAAAA 
TTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGCACGTTTCGAGTCGTAGGGGAAA TCG 
ATGGTGCAAAGGACGCGCGA TTGAAAGGAAAA TGACT AACCTTCTCGAA TCTT 
CTCGATGGTTCACTTGTCAATACCACCGCACTGGTAGAATCAAGTGACCAGTC 
TGTGTAAACGATATAAGTATGATAGACTTTGAGAAATACCCCAGCCTAGGTCT 
TGGACTGGGA TTGATCGATCGTTTGATATG.A TTTTTTCATCGAGTCTCT AA GAG 
ATTCCTCGTAGTCCTTGA TAT AGCTA TTCGGAAGTAGTAGGGAGCGAAGTGTG 
ACTT AAAGTTT AGTCGTCAGTGCGTCTGGCT AAA TCAAACTGTTGTTGGTTTTI 
ATTTGATTGCTTTATACAGCGTAGACTCGTGTATGAGATGAACT 

Anexo 2. Lista de tratamientos utilizados en la etapa de in1vemadero, vallar Koc, 
vida media y resultado final de microbiología de sustrato. 

120 Si 

3 9304 / 2,6 32 / 200 Si 

4 9304 32 Si 

5 145600 239 Si 

6 No Nlo disponible Si 
disponible 

7 N'o aplica No disponible Si 

8 No aplica No disponible Si 
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Anexo 3 .. Anális's químico del sustrato orgánico proveniente Hacienda Juan Viñas , 
utilizado para el cultivo de las semiUas de cebolla. 

A~USIS QUÍMICO DE ABONOS ORG,ÁNICOS 
01c • o mgtkg % Hz01 mSJcm % Relación. 

-
IDUSUARIO INI p Ca1 Mg K s Fe cu Z'ñ Mn :9 HUM pff CE e cm 
SUSlAATO 1,29 0,.12 1,59 0,32 0;38 0·,'16 ,3270 20 431 117 20 72 6,,(} 3,5 44,61' 34,6 

Anexo 4. Técnica de recuento de pobilaciones microbianas en el suel10 

De cada muestra se toma 5 g de sustrato, los que se colocan en un erlenmeyer 

con 45 ml de agua estéri l, los mismos se ag itan a 120 rpm por 15 minutos, el 

resultado lo llamamos dilución de 10-1 (solución madre). Luego, en una cámara de 

flujo laminar, se toma con una pipeta graduada 1 ml de la solución madre, la cual 

se coloca en un tubo de ensayo con 9 ml die agua estéril , para obtener lla dilución 

10-2, de esta última se toma 1 ml y se co.loca en otro tubo de ensayo que 

contenga 9 ml de agua destilada esteril , este procedimiento se repite en hasta 

lllegiar a la disollución 10-4 . 

Para el' crecimiento de los hongos se colocara 1 ml de l'as disoluciones 10~3 y 10-4 

en eil medio de cultivo PDA (papa - dextrosa - agar) mezclado con el antibiótico 

Cloranfenicol. Las diluoi10nes 10-5 y 10-6 se colocan en placas Petri con Agar 

Nutritivo para el crecimiento de las bacterias y actinomicetes. 

Anexo 5. Valores de pH de las muestras de sustrato para determinación de 
presencia del patógeno al final de las evaluaciones. 

5,70 5,60 
5,85 5,85 
5,90 T5R3 5,80 
5,90 T5.R4 5., 50 
5,75 T6R1 5,80 
5,45 T61R2 5,85 
5,60 T6R3 5, 75 
5,90 T61R4 5 70 
5,75 T7R1 5, 80 
5,75 T71R2 S,55 
6,00 T7R3 5,80 
5,65 T7R4 5,85 
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5,.70 T8R1 5,55 
5,,65 T8R2 5,70 
5,50 T8R3 5,60 
5,65 T8R4 5,65 

Anexo 6. Análisis estadísticos de variables con signifícancia estadística menor a 
0,05 , según prueba de Fisher. 

Análisis de la varianza 

Variable N Rs Rs Aj CV 
Grosor de tallo (mm) 320 0,20 0,18 22,70 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo 
F.V. se gl CM F p-valor 

Modelo. 29,63 7 4,23 10,89 <0,0001 
Tratamiento 29,63 7 4,23 10,89 <0,0001 
Error 121,28 312 0,39 
Total 150,92 319 

Test:LSD Fisher Al.fa=0,05 DMS=0,27431 
Error: 0,3887 gl: 312 
Tratamiento Medias n E.E. 
S,00 3,06 40 0,10 A 
8,00 3,00 40 0,10 A B 
3,00 2,91 40 0,10 A B 
7,00 2,87 40 0,10 A B e 
2,00 2,79 40 0,10 B e 
4,00 2,73 40 0,10 B e 
6,00 2,60 40 0 ,10 e 
1,00 2,03 40 0,10 D 

III) 

Medias cor: una. letra común no sor. significativamente diferentes (p > 0,05) 
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Análisis de la varianza 

Variable N R~ R~ Aj CV 

RAIZ Longitud 32 0.69 0 .60 8 . 00 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo 
F. V. se 2i CM F p-valor 

Mode.lo. 509.73 7 72. 82 7.72 0 . 0001 
Tratamiento 509 . 73 7 72. 82 7.72 0 . 0001 
Error 226.52 24 9 .44 
Total 736 .25 31 

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DM.5=4.48354 
Err or : 9.4383 gl : 24 
Tratamiento 
2.00 

5.00 
3.00 
8.00 
6. 00 
4. 0() 

7.00 
1.00 

Medias 
43.4 8 
42.99 
4 0 .69 
39.53 
38.05 
37.29 
33.95 
31.12 

n 
4 

4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 

E.E. 
l. 54 A 

l. 54 A 

l. 54 A 

l. 54 A 

l. 54 
l. 54 
1 .54 
l. 54 

B 

B 

B C 
B C 

C D 
D 

III) 

Medias con una l etra común no son significati va.mente d i fera.ntes (p > O. 05 ) 

Cuadro de Análisis d'e la1 Varíanza (SC tipo 111) 
F.V. se f!: I CM F 12-va lor 

Mode l1c. 89,1 2 7 12173 7¡64 O.QQOl 

Tratamiento 89z12 7 12,73 7t64 0¡0001 
Error 4000 24 167 
Total 12913 31 

Test:LSD Hsher Alfa=Ol05 DMS=l"'88417 
Error: 1,6668 g/: 24 
Tratamiento Med ias n E.E. 
100 3 22 4 o 65 A 
7 00 4 65 4 o 65 A B 
6.00 5 11 4 065 B 
400 5.16 4 o 65 B 
8.00 6 17 4 065 B e 
5 00 7 19 4 o 65 e o 
3 ºº 7 80 4 o 65 e o 
2 00 8 57 4 o 65 o 
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05} 
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Variable N 
Biomas,a 32 0 ,60080 

Cuadro de Análisis de la Varíanz.a ISC ti po' 111) 
F.V. se F:I 

Modelo. 0 ,00089 7 

Tratamiento 0,00089 7 
Error 0.00059 24 

Total o 00148 31 

Test:LSD Fisher Alfa=0;,05 DMS=Q,0072.5 
Error: 0,0000 al: 24 

f ratamiento Medias "' 200 004760 4 
'5 00 o 04288 4 
800 o 04190 4 
3 00 0 04173 4 
6.00 IJ 03660 4 
4.00 o 03603 4 
7 DO 003443 4 
1 GO o 02993 4 

R2 Aj1 cv 
0.48437 12,76850 

CM F 
0,00013 5*16012 
0,00013 5,16012 

o 00002 

E.E. 

00024_8 A 
000248 A 
000248 A 
(} 00248 A 

o 00248 

000248 

o 00248 
0.00248 

Medias con una letra común no son s·ianifímtivamente dif erentes lo > O,OSJ 

Variable N R~ R~ Aj CV 
Al t u .r ,a de planta ( c m) 31 9 0, 0 3 0 , 01 42,74 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo 
F. V . se g l CM F p-val or 

Modela . 1 2, 0 9 7 1 , 7 3 1 ,28 o ,25~e 

Tr atamien t o 1 2, 0 9 7 1 , 73 1 ,2 8 0 ,253 3 
Errar 4 1 9, 0 2 311 1 , 3 5 
Total 43 , 11 31 8 

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,51151 

Error: 1,34 73 gl: 

Tratamien to Medias 
2,0 0 3,19 
7 , 00 2, 7 5 
4, 00 2, 7 4 
6 ,00 2, 7 2 
3, 00 2,63 
5, 00 2,63 
1 , 00 2,59 
8 , 00 2,49 

3 1 1 

n E.E. 
4 0 0,18 
4 0 0 , 18 
3 9 o , 1 '9 
4 0 0 , 18 
4 0 0,18 
4 0 0 , 18 
4 0 0 , 18 
4 0 0 , 18 

A 

A 
A 

A 

B 
B 

B 
B 
B 
3 

B 

III) 

p-valor 

0,0011 

0,0011 

El 
B 

B 
El e 
E! e 

e 
e 

Medias -=on u r.a· l etra comú n n o s on s i g-nificat;ivamen te d i ferentes (p > O, 05 } 
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