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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Influencia del silicio en el desarrollo de enfermedades foliares y respuestas

fisiolégicas y agrondmicas de arveja (Pisum sativum)

Dentro de las principales limitantes del cultivo de arveja (Pisum sativum L.) estan los
patégenos foliares que pueden ocasionar pérdidas entre el 20 y 100%. La aplicacion de
bioestimulantes como el silicio (Si) se ha reportado como una alternativa para el manejo
de enfermedades, sin embargo, la informacién sobre su uso en arveja aun es limitada. En
esta investigacion se evaluo el efecto del silicio basico y acidulado sobre el desarrollo de
Ascochyta spp. in vitro y bajo condiciones de invernadero en plantas de arveja variedad
Vizcaya. Asi mismo, en condiciones de campo se realizaron dos experimentos, que
evaluaron el efecto de la aplicacion edéafica o foliar del Si (acidulado o basico) en el
desarrollo de enfermedades ocasionadas por Ascochyta spp., Peronospora viciae y
Erysiphe pisi. Adicionalmente, se determinaron las respuestas fisiol6gicas y agronémicas
del cultivo en comparacion con la aplicaciéon Gnica de fungicidas. Como variables, en
condiciones in vitro se evalué el crecimiento micelial de la colonia; bajo condiciones de
invernadero y campo se evaluaron la severidad de cada enfermedad, contenido de
clorofila, conductancia estomatica (gs), pigmentos fotosintéticos, tasa relativa de
crecimiento (TRC) y altura de la planta. Adicionalmente, se midié el rendimiento y sus
componentes. Se encontrd que los tratamientos de Si inhibieron el crecimiento micelial de
Ascochyta spp. en medio de cultivo. Se presentaron diferencias significativas entre los
niveles de severidad de las enfermedades evaluadas en tratamientos con Si con respecto
al control, sin afectar el rendimiento del cultivo. Los tratamientos con aplicacion edafica
de Si acidulado presentaron mayor eficacia con respecto a la aplicacion de Si basico y los
tratamientos foliares. Se encontré que con la aplicacion de Si es posible reducir el uso de
fungicidas comerciales para el manejo de las principales enfermedades foliares de arveja.

Los resultados obtenidos son un aporte en la busqueda de alternativas para el manejo de



enfermedades, que ademas mitiguen el efecto en la fisiologia de la planta y contribuyan a

su vez a la reduccion del uso de fungicidas en el cultivo.

Palabras clave: bioestimulantes, tizon por ascochyta, mildeo velloso, mildeo polvoso,

silicio.

Abstract

Influence of silicon on the development of foliar diseases and physiological and

agronomic responses of pea (Pisum sativum)

Among the main constraints of the pea (Pisum sativum L.) crop, the foliar pathogens may cause
losses between 20 and 100%. The application of biostimulants such as silicon (Si) has been
reported as an alternative for plant disease management, however, the knowledge on the effects
of Si in pea plant is still scarce. In this research, the effect of basic and acidified Si on the in vitro
mycelial growth of Ascochyta spp. and the disease development under greenhouse conditions
on pea cv. Vizcaya was evaluated. Two experiments were carried out under field conditions to
assess the effect of the edaphic and foliar Si (acidic and basic) application on the diseases
caused by Ascochyta spp., Peronospora viciae and Erysiphe pisi. Additionally, physiological and
agronomic responses of the crop were determined. Diameter of Ascochyta colony was
measured under in vitro conditions; disease severity, chlorophyll content, stomatal conductance
(gs), photosynthetic pigments, relative growth rate (RGR), plant height and crop yield
components were recorded under greenhouse and field conditions. Si treatments were found to
inhibit mycelial growth of Ascochyta spp. in culture medium. The lowest disease severity was
observed in plants treated with Si, without negative effect on crop yield. Treatments with edaphic
acidified Si application showed a higher efficiency in contrast to basic Si application and Si foliar
treatments. The results suggest that the use of chemical fungicides on pea crops may be
reduced by use of treatments based on silicon. Moreover, contribute to the search of alternatives
of plant disease management, which not only mitigate their negative effect on plant physiology

but also help to decrease the use of fungicides during the crop cycle.

Keywords: biostimulants, ascochyta blight, downy mildew, powdery mildew, silicon.
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Introduccidon general

A nivel global las leguminosas dentro de la familia Fabaceae, adquieren gran importancia
por su alto valor nutritivo, o que esta asociado a beneficios en la salud humana (Khan et
al., 2016; FAO, 2019; Ram et al., 2021). De otro lado, las leguminosas realizan el proceso
de fijacion biolégica de nitrégeno, generado por la relacién simbiética entre plantas y
bacterias presentes en los nédulos radiculares, donde el nitrégeno atmosférico es
convertido en amoniaco (FAO, 2019). Por tanto, esta reportado que las leguminosas tienen
la capacidad de satisfacer hasta en un 90% sus propias necesidades de nitrégeno (Yuvaraj
et al., 2020). Ademas, la presencia de leguminosas influye en la calidad del suelo,
aumentando el contenido de materia organica, la porosidad, el reciclaje de nutrientes
(Yuvaraj et al., 2020).

A nivel global las leguminosas mas importantes por su alta demanda son el frijol
(Phaseolus vulgaris), garbanzo (Cicer arietinum) y arveja (Pisum sativum) (FAO, 2019). La
arveja ocupo el tercer lugar con una producciéon en seco de 14,6 millones de t-ha™ en el
afio 2020; en fresco para el mismo afo la produccion fue de 19,8 t-ha?, siendo Europa
(30,7%), América (37,3%) y Asia (17,9%) los principales productores (FAOSTAT, 2021).
Los centros de origen del cultivo de arveja son Asia central, Abisinia y la cuenca
mediterrdnea (Ram et al., 2021). Se cultiva en paises como China, India, Canada, Estados
Unidos, Francia, Reino Unido y Brasil, siendo Canada el mayor productor de arveja seca
(4 millones t-hal), seguido de la Federacién Rusa (2,4 millones t-ha?) y China (1,4 millones

de t-hal) (FAOSTAT, 2021).

La planta presenta un tallo primario y en ocasiones tallos secundarios que surgen a partir
del nudo cotiledonar o nudos superiores, los cuales estan determinados por las
condiciones ambientales y caracteristicas genéticas de los cultivares (Ligarreto y Ospina,
2009). Su 6ptimo desarrollo requiere temperaturas entre 13 y 20 °C, precipitaciones entre
150 y 380 mm de agua/ciclo (Galindo-Pacheco, 2020).
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En Colombia, la arveja es considerada la segunda leguminosa mas importante ya que
contribuye a la seguridad alimentaria y la economia de pequefios agricultores (Torres-
Martinez et al., 2020), contiene un alto valor nutritivo, lo que esta asociado a beneficios en
la salud humana por su contenido de proteinas, carbohidratos, azucares solubles, fibra y
minerales, bajo contenido de grasa y cero colesterol (Khan et al., 2016; FAO, 2019; Ram
et al., 2021). Segun Fenalce (2021), el area sembrada en el pais en el 2020 fue de 16.332
ha con una produccién de 75.692 t-ha. Se cultiva en mas de 11 departamentos para la
produccién en fresco, siendo Narifio, Boyaca y Cundinamarca los principales productores.
El departamento de Narifio es el primer productor con 8.260 ha y una produccién total de
41.878t-ha! (Fenalce, 2021). La diversidad de cultivares de arveja en Colombia es amplia,
varios de los cuales han sido mejorados en caracteristicas de rendimiento y calidad. Dentro
de estos, la variedad Santa Isabel es la mas cultivada por su alto rendimiento y
caracteristicas comerciales como grano y vaina grandes (Ligarreto y Ospina, 2009). Otras
variedades de arveja como Alcala, Horeb y Vizcaya son sembradas y aceptadas en el
mercado. La variedad Vizcaya, de habito de crecimiento indeterminado, con rendimientos
de 8,6 t-ha son empleadas por su adaptacion a altitudes de 2100 a 2750 msnm (Galindo-
Pacheco, 2020).

El rendimiento del cultivo esta limitado por factores biéticos y abiéticos, y su impacto varia
de acuerdo con el manejo del cultivo. Dentro de los factores bidticos, las principales
enfermedades de arveja que limitan la produccion y rendimiento del cultivo son Fusarium
oxysporum f. sp. pisi (French, 2016), mildeo polvoso (Erysiphe pisi) (French, 2016), mildeo
velloso por Peronospora viciae (French, 2016) y el complejo de enfermedad de la mancha
negra o tizbn por ascochyta causada por Ascochyta pisi, Didymella pinodes
(Mycosphaerella pinodes) y Phoma Pinodella (Davidson et al., 2011; Dutt et al., 2020).
Adicionalmente se ha reportado dafios causados por Pythium spp. (Khan et al., 2016) y
Aphanomyces euteiches f. sp. pisi (Khan et al., 2016), Pseudomonas syringae pv. pisi
(Khan et al., 2016), y Phoma koolunga (Davidson et al., 2011; Dutt et al., 2020)

principalmente en Australia.

El manejo de enfermedades de arveja se centra en practicas culturales, control bioldgico,
resistencia genética y aplicacién de fungicidas (Davidson y Kimber, 2007). Sin embargo,

su dificultad radica en la falta de variedades resistentes, fungicidas efectivos y de bajo
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costo, y practicas agronémicas adecuadas (Barbetti et al., 2021), lo que causa incrementos
en los costos de produccion y disminucion de rendimiento (Pacheco et al., 2010).

La aplicacion de silicio (Si) en el control de enfermedades se considera un enfoque
ecologico en la produccién de cultivos (Kaushik y Saini, 2019). El Si es el segundo
elemento mas abundante en la naturaleza, sin embargo, no es considerado un elemento
esencial para las plantas (Guntzer et al., 2012; Wang et al., 2017; Kaushik y Saini, 2019)
dada la falta de evidencia que demuestre su papel directo en el metabolismo (Ma, 2004;
Thakral et al., 2021). En los cultivos se suministran fuentes de Si sélido o liquido, aplicado
de forma foliar o al suelo. Esta reportado que, en condiciones de invernadero, cultivos
hidropdnicos y experimentos en campo, el Si interviene en el crecimiento y desarrollo de
las plantas, aumentando la actividad fotosintética, la produccién de biomasa, acumulacion
nutricional en la planta y aumento de la resistencia a factores de estrés biético y abidtico
(Ma, 2004; Debona et al., 2017; Basu y Kumar, 2021).

La acumulacién de Si en las plantas reduce la severidad de enfermedades causadas por
patdégenos biotrofos, hemibiétros y necrétrofos (Debona et al., 2017; Feng et al., 2021;
Song et al., 2021). Efecto relacionado con la formacion de barreras fisicas que inhiben la
penetracion y colonizacion de patégenos (Wang et al., 2017; Bakhat et al., 2018; Basu y
Kumar, 2021). De otro lado, se generan respuestas mediadas por las vias de sefalizacion
para la produccion de hormonas como el acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA) y
etileno (ET) y la activacion de genes relacionados con la defensa de las plantas (Wang et
al., 2017; Ahammed y Yang, 2021; Thakral et al., 2021).

En el control de enfermedades foliares se ha reportado el uso del Si en plantas mono y
dicotiledoneas (Song et al., 2021). En monocotiledéneas, teniendo en cuenta que son
consideradas acumuladoras de Si (Ma y Yamaji, 2006; Yan et al., 2018), el efecto del Si
ha sido ampliamente estudiado. Por ejemplo, Dallagnol et al. (2009), Rezende et al. (2009),
Santos et al. (2011) y Van et al. (2015) observaron un menor nimero de lesiones de la
mancha café causada por Bipolaris oryzae en arroz, con aplicacion de Si foliar o al suelo.
La incorporacion de Si al suelo redujo la severidad del tizon foliar causado por Pyricularia
oryzae en arroz (Santos et al., 2011; Abed-Ashtiani et al., 2012; Domiciano et al., 2015;
Gabr et al., 2017; Ng et al., 2020; 2021), en trigo (Silva et al., 2015), y en raigras perenne
(Nanayakkara et al., 2009). En sorgo, redujo el valor del &rea bajo la curva de progreso de

la enfermedad (AUDPC) de antracnosis causado por Colletotrichum sublineolum (Resende
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et al., 2012). En maiz, la aplicacion de Si incrementé los compuestos fendlicos, redujo la
presencia de hifas y tejido foliar afectado por Stenocarpella macrospora (mancha foliar en
maiz) (Hawerroth et al., 2018).

En dicotileddneas, la aplicacién edéfica o foliar de Si ha sido evaluada en la inhibicion del
desarrollo de patégenos como Podosphaera xanthii, agente causal de mildeo polvoso en
melén (Dallagnol et al., 2015), Bremia lactucae (mildeo velloso) en lechuga (Weerahewa y
Somapala, 2016), Cercospora coffeicola en café (Lopes et al., 2013), Pestalotia longisetula
en fresa (Carré-Missio et al., 2010), Botrytis fabae en haba (Hasan et al., 2020) y M.
pinodes en arveja (Dann y Muir, 2002). A nivel in vitro el Si se ha reportado en la inhibicién
de patégenos foliares y de suelo como Monilinia fructicola (Pavanello et al., 2016),
Phomopsis obscurans (Abd-El-Kareem et al., 2019), F. oxysporum f. sp. cucumerinum
(Zhou et al., 2018), F. oxysporum f. sp. fragariae, Pestalotiopsis clavispora, Rhizoctonia
solani (Shen et al., 2010; Abd-El-Kareem et al., 2019) y Macrophomina phaseolina (El-
Abdean et al., 2020).

Sobre la fisiologia y rendimiento de la planta, también se ha observado el efecto positivo
del Si, principalmente en plantas bajo condiciones de estrés abittico y biético (Dallagnol et
al., 2020). En leguminosas como arveja y haba bajo estrés por salinidad, la aplicacion de
Si foliar favorecié el contenido de clorofila a y b, carotenoides y la conductancia estomatica
(gs) (Elrys y Merwad, 2017; Hafez et al.,, 2021), y componentes de rendimiento como
namero de vainas por planta, la longitud de las vainas, numero de semillas por vaina,
nuamero de semillas por planta, peso de las semillas y el rendimiento total de plantas (Arafa
et al., 2021; Hafez et al., 2021). Cabe destacar que, aunque se cuenta con una amplia
informacion sobre el efecto del Si en diversos cultivos, especificamente la informacion del

efecto del Si sobre el desarrollo de enfermedades en arveja es limitada.

Por lo tanto, este estudio se enfocd en evaluar si la utilizacién de Si acidulado o bésico
como una estrategia biorracional ayuda a disminuir los niveles de enfermedades foliares
sin afectar el desempefio fisiolégico de arveja. En este sentido, en el primer capitulo de
esta investigacion se abord6 la evaluacion del uso de dos fuentes de Si (acidulado o
bésico) sobre el crecimiento in vitro y severidad del tizon por ascochyta (Ascochyta spp.)
en condiciones controladas. En el segundo capitulo, se presentan los resultados de la

evaluacion comparativa del uso de fuentes y formas de aplicacion de Si como
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complemento al control quimico de enfermedades foliares y su influencia sobre la fisiologia
y rendimiento del cultivo en condiciones de campo. Finalmente, se presenta la discusion

general, conclusiones generales (mediante esquema) y recomendaciones.
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1.Capitulo I. Efecto del silicio sobre
el crecimiento in vitro de
Ascochyta spp. y el desarrollo del
tizéon por ascochyta en plantas de
arveja variedad Vizcaya bajo
condiciones de invernadero

1.1 Resumen

La principal estrategia de manejo del tizon por ascochyta considera la rotacién del cultivo,
el uso de variedades resistentes y la aplicaciéon de fungicidas de sintesis quimica, siendo
esta Ultima la mas usada. Dentro de las alternativas de manejo se encuentran los
bioestimulantes como el silicio (Si), los cuales favorecen el crecimiento y desarrollo de las
plantas y mejoran la respuesta a factores de estrés bidtico y abiético. En este capitulo se
evaluo el efecto de dos fuentes de silicio (acidulado o basico) sobre el crecimiento de
Ascochyta spp. en condiciones in vitro y sobre el desarrollo de la enfermedad en plantas
de arveja variedad Vizcaya en condiciones de invernadero bajo aplicacion edafica o foliar.
El crecimiento micelial de Ascochyta spp. en tratamientos con Si acidulado o basico fue
menor al control. En condiciones de invernadero, con la aplicacion de Si, el area bajo la
curva de progreso de la enfermedad (AUDPC) fue menor en comparacion con el control
negativo, siendo la aplicacion de Si basico foliar la que present6 diferencias significativas.
Asi mismo, con respecto a variables fisiologicas, la conductancia estomética (gs) fue
mayor en los tratamientos con Si en comparacién al control inoculado. Los resultados
obtenidos sugieren que la aplicacion de Si es una alternativa potencial para el manejo de

Ascochyta spp. en plantas de arveja variedad Vizcaya. Sin embargo, los resultados
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obtenidos no mostraron diferencia clara entre los dos tipos de Si, por lo que la evaluacion
de su efectividad en campo es importante.

1.2 Introduccién

El tizn por ascochyta o mancha negra es la enfermedad necrotréfica foliar méas importante
en el cultivo de arveja (Pisum sativum), ocasionando pérdidas a nivel mundial hasta del
75% (Barbetti et al., 2021). Es causada por un complejo que involucra tres especies dentro
del género Ascochyta, las cuales pueden coinfectar una misma planta (Bretag et al., 2006).
Dentro de estos, Didymella pisi (anamorfo: Ascochyta pisi) ocasiona principalmente
manchas en hojas, tallo y vainas, Mycosphaerella pinodes (anamorfo: Ascochyta pinodes)
asociado a manchas en hojas, tallos, vainas y pudricién del pie y Didymella pinodella
(anamorfo: Phoma pinodella) generando manchas foliares, lesiones en el tallo y pudricion
del pie (Bretag et al., 2006; Ahmed et al., 2015; Barbetti et al., 2021). Phoma koolunga
también ha sido asociado a este complejo especialmente por su incidencia en Australia
(Barbetti et al., 2021). La identificacibn de estas especies de hongos con base en
pardmetros morfologicos es dificil, dada las similitudes entre ellas. Sin embargo, algunas
de las caracteristicas usadas para distinguir entre estas especies son la coloracion de las
colonias, la presencia de pseudotecios y picnidios en M. pinodes, tamafio de las conidias
(en P. pinodella son mas pequefias que en A. pisi y M. pinodes), la produccién de esporas
en diferentes medios de cultivo selectivos y la produccion de clamidosporas (abundante en

P. pinodella y ausentes en A. pisi) (Bretag et al., 2006; Davidson, 2012).

M. pinodes se encuentra reportada en 13 géneros de plantas y mas de 30 especies
incluidas principalmente leguminosas como arveja, arveja dulce (Lathyrus odoratus) y frijol
comun (Phaseolus vulgaris) (Skoglund et al., 2011). Esta especie ha sido considerada
como la mas destructiva del complejo de hongos que causan la enfermedad conocida
como mancha negra o tiz6n por ascochyta en arveja. Por lo anterior, este hongo es
considerado el patdgeno principal del cultivo en paises como Canad4, Australia y Francia
(Barbetti et al., 2021). Afecta todos los 6rganos de la planta, generando necrosis extendida
especialmente en hojas y 6rganos basales de la planta. Estos dafios provocan reduccién
en el rendimiento ya que el nimero y tamafio de las semillas por planta se reduce
(Fernandez-Aparicio et al., 2010). Ahmed et al. (2015) reportaron pérdidas de rendimiento
del cultivo entre 10% y 50%.
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Las principales fuentes de in6culo de M. pinodes son las ascosporas producidas en
pseudotecios y picnidiosporas en picnidios en su estado asexual. Genera pequefias
manchas necroticas sin margen definida, que en condiciones de alta humedad aumentan
de tamafio, tomando coloraciones mas oscuras y bordes definidos, ocasionando la muerte
total de las hojas, las cuales se mantienen adheridas a la planta (Bretag et al., 2006; Ahmed
et al., 2015). En el tallo, las lesiones son alargadas, aumentan de forma progresiva a lo
largo de este y pueden coalescer necrosando todo el tallo; las flores infectadas son mas
pequefias, se caen facilmente, y las semillas pueden no presentar sintomas o tomar
coloracién marrén oscuro (Bretag et al., 2006; Skoglund et al., 2011). M. pinodes sobrevive
en residuos de cosecha, en forma de micelio, esclerocios o clamidosporas (Bretag et al.,
2006; Davidson et al., 2011). Cuando se utiliza semilla infectada, las plantulas presentan
pudriciones de pie, que va desde el punto de union de la semilla hasta el tallo y la raiz
principal (Bretag et al., 2006; Skoglund et al., 2011).

A. pisi es considerado un patégeno cosmopolita, reportado en mas de 20 géneros de
plantas y mas de 50 especies, incluidas leguminosas como arveja, arveja dulce, frijol
comun, soya (Glycine max), lenteja (Lens culinaris), alfalfa (Medicago sativa) y haba (Vicia
faba) (Skoglund et al., 2011). Afecta principalmente hojas, tallos y vainas, generando
manchas ligeramente hundidas, color marrén oscuro con borde definido, circulares en
hojas y vainas y alargadas en tallos; generalmente con presencia de picnidios esféricos o
globosos color marrén. A diferencia de M. pinodes y P. pinodella, A. pisi rara vez ataca la
base de la planta y por lo general no causa pudriciones (Bretag et al., 2006; Ahmed et al.,
2015). La principal via de diseminacion son las semillas infectadas y los picnidios
producidos sobre los 6rganos afectados de la planta (Bretag et al., 2006). Dentro de los
picnidios se producen las picnidiosporas, las cuales son septadas con una ligera
constricciéon en el tabique, hialinas, ligeramente curvas y con extremos redondeados
(Sivachandra-Kumar, 2016).

P. pinodella al igual que A. pisi es un patégeno cosmopolita, asociado a 11 géneros de
plantas y 18 especies incluidas arveja, alfalfa, soya, lenteja, trébol rojo (Trifolium pretense),
palma (Trachycarpus fortunei) y perejil (Petroselinum crispum) (Skoglund et al., 2011).
Genera sintomas similares a M. pinodes, sin embargo, la pudricion del pie tiende a ser mas

severa que los dafos presentados en hojas y tallos (Ahmed et al., 2015). Aunque también
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forma picnidios, son menos abundantes que los producidos por A. pisi (Bretag et al., 2006).
En la fase sexual, produce pseudotecios globosos y ascosporas hialinas, bicelulares con
extremos redondeados (Sivachandra-Kumar, 2016). La principal fuente de diseminacion
son los residuos de plantas afectadas, donde el patégeno sobrevive ya sea en forma de
micelio, esclerocios o clamidosporas como M. pinodes (Bretag et al., 2006; Davidson et al.,
2011).

El manejo del tizén por ascochyta busca minimizar el riesgo de infeccion a través de la
rotacion de cultivos, tratamiento de semilla con fungicidas y siembra de variedades
resistentes (French, 2016). Una vez el patégeno se ha establecido en el cultivo, el control
se realiza principalmente con fungicidas (Galindo-Pacheco, 2020). En el manejo de
enfermedades en leguminosas se han planteado alternativas al uso de fungicidas como
son la implementacion de practicas culturales, el uso de agentes de control biolégico (Singh
et al., 2020) y la aplicacion de bioestimulantes (Rouphael y Colla, 2020), sin embargo, en

Ascochyta — arveja, la informacion es limitada, principalmente en Colombia.

Autores como du Jardin, (2015), Xu y Geelen, (2018) y Rouphael y Colla, (2020) definen
los bioestimulantes como sustancias o0 microorganismos que modifican los procesos
fisiologicos de la planta sin tener la funcion de nutrientes, mejoradores de suelo o accion
pesticida. Los bioestimulantes favorecen el crecimiento y desarrollo de las plantas, la
productividad y el uso eficiente de nutrientes, ademas de mejorar la respuesta a factores
de estrés biodticos y abidticos (Xu y Geelen, 2018; Pylak et al., 2019; Rouphael y Colla,
2020). Dentro de los bioestimulantes mas estudiados se encuentran las sustancias
hamicas y fulvicas, extractos de algas marinas, proteinas hidrolizadas, quitosan y silicio
(du Jardin, 2015; Albrecht, 2019; Dong et al., 2020).

El silicio (Si) actualmente se considera uno de los elementos mas importantes en la
produccién agricola, por su uso para mitigar el efecto de estrés bidtico y abiético (Hafez et
al., 2021). A pesar de ser el segundo elemento mas abundante en la naturaleza, las plantas
no lo pueden tomar dada la falta de disponibilidad en forma de &cido monosilicico (H4SiO.)
(Thakral et al., 2021). Las plantas toman el Si del suelo en concentraciones que van de
0,005% a 11,3%, y su acumulacion depende de la absorcion y distribucién a través de los
tejidos de la planta. Inicialmente las plantas se clasificaron en poco acumuladoras,
intermedias y altamente acumuladoras segun el contenido de Si presente en el tejido foliar

(Zellner et al., 2021). Las plantas contienen entre 0,1 a 10% de Si en la materia seca,
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porcentaje que varia segun la especie cultivada (Artyszak et al., 2021). Por ejemplo, los
pastos de humedales acumulan entre 4,6% y 6,9%, los pastos de suelo seco entre 0,5% a
1,4% vy las dicotiledoneas generalmente menos del 0,23% (Zellner et al., 2021). El
transporte del Si se realiza de forma activa y pasiva; el transporte activo est4 dado desde
las raices hasta los brotes de la planta mediado por proteinas transportadoras, mientras
gue el transporte pasivo estd impulsado por la corriente transpiratoria (Ahammed y Yang,
2021).

A nivel in vitro, el efecto del Si se ha reportado en la inhibicion del crecimiento micelial, la
germinacion de conidias y el crecimiento del tubo germinativo de hongos fitopatdgenos.
Dentro de estos, se reportan Monilinia fructicola (pudricion de frutos de durazno)
(Pavanello et al., 2016), Alternaria solani (tizon temprano en tomate y papa), Colletotrichum
gloeosporioides (antracnosis en frutales) (Bekker et al., 2006; 2009) y Phomopsis
obscurans (tizén foliar en fresa) (Abd-El-Kareem et al., 2019). El efecto del Si in vitro,
también se ha evaluado sobre Fusarium spp., patégeno relacionado con la malformacion
y crecimiento irregular de hojas e inflorescencias en mango (Yadav y Bains, 2021), F.
oxysporum f. sp. cucumerinum en pepino (Zhou et al., 2018), F. oxysporum f. sp. fragariae,
Pestalotiopsis clavispora y Rhizoctonia solani en fresa (Shen et al., 2010; Abd-El-Kareem
et al., 2019), Macrophomina phaseolina en sésamo (Siddiq et al., 2019) y soya (El-Abdean
et al., 2020).

En condiciones de invernadero el efecto del Si aplicado al suelo ha sido reportado sobre
el desarrollo de M. pinodes en plantas de arveja (Dann y Muir, 2002), M. phaseolina en
soya (El-Abdean et al., 2020) y Botrytis fabae en haba (Hasan et al., 2020). Con respecto
al efecto sobre rasgos de crecimiento vegetall, existen diversos reportes, dentro de estos,
Olle (2019) menciona que la aplicacion de Si favorecié la altura de plantas de lechuga
(26%) en comparacion con plantas sin Si. De otro lado, en plantas de soya la aplicacion
de Si favorecio pardametros fisioldgicos como la tasa fotosintética, la conductancia
estomatica (gs) y el contenido de clorofila (Hussain et al., 2021), al igual que en plantas de

haba sometidas a estrés abidtico (Hellal et al., 2012).

Teniendo en cuenta los reportes del efecto del Si sobre algunas enfermedades causadas
por patégenos foliares y el efecto positivo en diferentes especies de plantas cultivadas, y

dada la informacidn limitada sobre los efectos en el desarrollo del tizon foliar en arveja, en
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el presente estudio se evalug el efecto del Si basico o acidulado sobre el desarrollo de
Ascochyta spp. en condiciones in vitro y sobre la enfermedad en plantas de arveja variedad

Vizcaya, en condiciones de invernadero.

1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Muestras de material afectado y aislamiento del patdgeno

A partir de un cultivo de arveja variedad Vizcaya establecido en el Centro Agropecuario
Marengo (CAM) (4°41'48,3” N, 74°12'42,9” W) ubicado en Mosquera (Cundinamarca),
durante el segundo semestre del 2019 se realizaron tres muestreos en los estadios
fenoldgicos 55 (primeros botones florales individuales, visibles fuera de las hojas pero
cerrados todavia), 65 (plena floracién: 50% de flores abiertas) y 75 (50% de las vainas
alcanzan la longitud tipica) segun la escala propuesta por Feller et al. (1995). Los
muestreos se realizaron tomando sitios al azar dentro del cultivo (Sanchez y Sandoval,
2007). Se tomaron hojas con sintomas caracteristicos del tizGn por ascochyta,
correspondientes a manchas necréticas con borde definido y presencia de anillos
concéntricos, segun lo reportado por Ahmed et al. (2015); Liu et al. (2016) y Sivachandra-
Kumar y Banniza, (2017) para su posterior inspeccion en el laboratorio. Las muestras se
guardaron en papel kraft y bolsas plasticas para su transporte y almacenamiento a 4 °C,

hasta su procesamiento (ICA, 2019).

La descripcién de los sintomas y el procesamiento de las muestras se llevaron a cabo en
el laboratorio de Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Colombia sede Bogota. La observacién de la presencia de signos del patégeno
en el tejido foliar se realiz6 bajo estereoscopio (Olympus® SzZ61, Olympus, Japan) y
microscopio (Olympus® CX31, Olympus, Japan) a partir de cortes histolégicos. El
aislamiento del patégeno se realizé a partir de las muestras inspeccionadas para la
descripcion de sintomas. Se tomaron explantes, a partir de manchas necréticas circulares
con borde definido, anillos concéntricos y centros color marrén oscuro (sintoma 1) y de
puntos necroticos irregulares, color marrén, presentes entre las nervaduras de las hojas
(sintoma 2). Se realizé la desinfeccion de los explantes con etanol al 70% por 30 segundos,
hipoclorito de sodio al 2% por 30 segundos y tres lavados de 1 minuto con agua destilada
estéril (Ortiz et al., 2011). Los explantes se secaron en papel absorbente estéril en la

camara de flujo laminar, se sembraron en cajas de Petri con medio de cultivo Papa-
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dextrosa-agar (PDA) (Oxoid®, Thermo Fisher Scientific, US), se incubaron por siete dias a
21 °C y la frecuencia de aislamiento se registré siete dias después de la siembra. Las
colonias mas representativas se transfirieron a nuevas cajas de Petri con PDA.
Posteriormente, se realiz6 la siembra de las colonias en medio de cultivo Agar Agua (AA)
(Ox0id®, Thermo Fisher Scientific, US), para su purificaciéon siguiendo la técnica de
transferencia de punta de hifas en medio de cultivo PDA (Cafiedo y Ames, 2004).

1.3.2 Identificacion morfolégicay molecular de Ascochyta spp.y
confirmacion de la patogenicidad de los aislamientos

A partir de los cultivos puros obtenidos en medio PDA se realizé la identificacién macro y

microscopica de las colonias segun lo descrito por Tadja et al. (2009) y Liu et al. (2016)

para Asochyta spp. Los aislamientos obtenidos se agruparon en morfotipos dependiendo

del color, aspecto y patrén de crecimiento de las colonias.

La identificaciébn molecular de los aislamientos obtenidos se realiz6 en el Centro Nacional
de Secuenciacion Gendmica, de la Universidad de Antioquia (Medellin, Colombia). El ADN
gendmico total se extrajo de micelio fresco de colonias de 7-14 dias, utilizando el kit de
purificacion de ADN Wizard® (Promega, Madison, US), siguiendo los protocolos del
fabricante. La identificaciébn a nivel de género y especie se realizé por medio de la
amplificacién por PCR (Polymerase Chain Reaction) convencional de los marcadores: (i)
region intergénica ribosomal Internal Transcriber Spacer (ITS), utilizando los
oligonucledtidos ITS1: 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3 e ITS4: 5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3; (ii) RPB2, amplificando los oligonucleétidos RPB2-6F: 5’
TGGGGYATGGTNTGYCCYGC 3’ e RPB2-71R: 5 CCCATRGCYTGYTTMCCCATDGC 3’;
(iii) BTUB con los oligonucleétidos Bt2a: 5 GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 3’y Bt2b:
5  ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 3, 'y (iv) 28S con LR5 5
TCCTGAGGGAAACTTCG 3’y LROR: 5 ACCCGCTGAACTTAAGC 3'. Los productos de
PCR se sometieron a una reaccién de secuenciamiento capilar en ambas cadenas y se
obtuvo la secuencia consenso. Para el andlisis filogenético se utilizd el algoritmo
CLASSIFIER y la base de datos del Ribosomal Database Project. El arbol filogenético se
construy6 por medio de la metodologia de Maximum likelihood que incluye 1000 réplicas

de “bootstrap” usando el modelo de sustitucion TIM2e+R2.
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Con el fin de verificar la patogenicidad en plantas de arveja de los tres morfotipos
obtenidos, y teniendo en cuenta que bajo condiciones in vitro no se generaron conidias ni
picnidios, se llevaron a cabo las pruebas de patogenicidad en el laboratorio de Sanidad
Vegetal de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota. Para esto se usé semilla
seleccionada de arveja variedad Vizcaya previamente hidratada en agua destilada estéril
por 12 horas. Posteriormente, se sembraron en suelo autoclavado a tres cm de profundidad
en bolsas plasticas de 14 cm de alto x 7 cm de ancho (Galindo-Pacheco, 2020), y fueron
regadas manteniendo la humedad del suelo a capacidad de campo. Como tratamientos se
evaluaron los morfotipos de Ascochyta spp. obtenidos y como control se usaron plantas
sin inocular. En total se emplearon cinco plantas y 15 sitios de inoculacién por tratamiento
(tres sitios de inoculacién por planta), y la inoculacion se realizé 35 dias después de la
siembra, cuando las plantas alcanzaron entre cinco a siete hojas extendidas (Islam et al.,
2021).

A partir de las colonias puras, se tomaron cilindros de PDA de 5 mm de diametro del
margen de crecimiento activo de la colonia (Liu et al., 2016; Bhunjun et al., 2021; Islam et
al., 2021). Cada cilindro fue colocado directamente sobre hojas del tercio medio de la
planta (un cilindo por hoja), de tal manera que el patbgeno quedara en contacto directo con
el tejido vegetal. Las plantas control se inocularon con PDA sin presencia del patégeno
(Bhunjun et al., 2021). Posterior a la inoculacion, las plantas se cubrieron con bolsas
plasticas y se sellaron para mantener la humedad y facilitar la infeccién del patdgeno. Las
bolsas y cilindros de agar se retiraron tres dias después de la inoculacion (DDI), y se evalu6
la presencia y desarrollo de los sintomas en cada sitio de inoculacion. Ocho DDI o cuando
las hojas inoculadas entraron en proceso de senescencia por el avance de la lesion, las
hojas se desprendieron y se evalué bajo estereoscopio, y en cortes histoldgicos al
microscopio la presencia de picnidios. Las hojas sin evidencia de formacién de picnidios
se mantuvieron bajo condicion de camara humeda por ocho dias para su posterior

inspeccion.

1.3.3 Efecto del silicio en el crecimiento micelial de Ascochyta
spp. bajo condiciones in vitro

Se evalud el efecto de dos fuentes de silicio (Si), cada una con diferente pH en su

formulacion sobre el crecimiento de la colonia de Ascochyta spp. en medio de cultivo PDA.

Para esto, las fuentes de Si acidulado [ASi - producto comercial Misil-K (pH 5,2 a una
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concentracion de 240 g Si-L1) (Bioest S.A.S., Colombia) equivalente a la dosis comercial
del producto (1,7 L-ha)] o Si basico [BSi - producto comercial Tricho-sil enmienda (pH
11,2 a una concentraciéon de 136 g Si-L™?) (Agroser S.A., Colombia) a una dosis comercial
equivalente de 3,0 L-ha?) se incorporaron al medio PDA, adaptando la metodologia
descrita por Nisa et al. (2011).

A partir de colonias puras de Ascochyta spp. en medio PDA de siete dias, obtenidas
previamente, se tomaron cilindros de agar de 5 mm de diametro y se transfirieron al centro
de cajas de Petri con medio PDA suplementado con ASi o BSi (Liu et al., 2016; Yadav and
Bains, 2021). Las cajas se incubaron a 21 °C por 21 dias, y el crecimiento micelial en mm
se midié dos veces por semana a partir de los tres dias después de la siembra (DDS), con
un calibrador digital. En total se evaluaron nueve tratamientos correspondientes a tres
aislamientos del patégeno diferenciados por color y patrén de crecimiento, dos fuentes de
Si (ASi, BSi) y como controles se usaron cajas con medio PDA sin presencia de Si. Se
mantuvieron cinco repeticiones (cajas de Petri) por cada tratamiento y 45 unidades
experimentales en total y el experimento se repiti6 dos veces en el tiempo. Con los
resultados obtenidos, para cada tratamiento se calculé el area bajo la curva del crecimiento
micelial (AUMGC) segun la formula descrita por (Campbell y Madden, 1990). La eficacia
de los tratamientos se expresé como el porcentaje de inhibicidon del crecimiento micelial
(ICM), siguiendo la formula descrita por Siddiq et al. (2019), a los 21 DDI como se presenta

en la ecuacion 1.

Ec. 1 Tasa de inhibiciéon (%) = C;CT x 100
Donde, C es el crecimiento radial del patégeno en el tratamiento control y T corresponde

al crecimiento radial del patégeno en los tratamientos con Si.

El andlisis estadistico se realizé en el software Statistix v 9,0 (Analytical Software,
Tallahassee, FL, USA), las gréficas se desarrollaron en SigmaPlot 12,0 (Systat Software,
San Jose, CA, USA). Cuando el andlisis de varianza (ANOVA) mostré diferencias

significativas (p < 0,05) se aplico la prueba de Tukey para comparacion de medias.
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1.3.4 Efecto del silicio sobre el tizon por ascochyta en
condiciones de invernadero

Material vegetal y condiciones generales del experimento. Semilla seleccionada de
arveja variedad Vizcaya previamente hidratadas en agua destilada estéril por 12 horas
(Lutts et al., 2016), se sembraron a tres cm de profundidad en bolsas plasticas con 0,5 Kg
de suelo previamente autoclavado (Galindo-Pacheco, 2020). El experimento se llevo a
cabo en los invernaderos de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional
de Colombia (4°35'56” y 74°04’51”) sede Bogota. Las condiciones generales del
experimento fueron temperatura dia/noche de 25/20 °C, humedad relativa de 60 a 80% y
fotoperiodo natural de 12 h. Ocho dias después de la siembra (DDS) las plantas se
fertilizaron con fertilizante liquido Nutriponic® (Walco SA, Colombia) a una dosis de 5 mL-L
1 de agua. El riego se realiz6 tres veces por semana, suministrando 50 mL de agua por

planta manteniendo la humedad del suelo a capacidad de campo.

Aplicacion de tratamientos. Teniendo en cuenta que se busco evaluar el efecto del Si
sobre el desarrollo del tizén por ascochyta, la aplicacion de las dos fuentes de Si (ASi o
BSi) de forma foliar (atomizador) o al suelo (atomizador sin boquilla) a dosis comerciales
de 1,7 ml-L? (ASi) y 3,0 ml-L"Y(BSi) se realiz6 15 DDS, suministrando un volumen de agua
de 42 ml por tratamiento (8 ml/planta) en los dos casos. Como control se consideraron
plantas libres de alguna fuente de Si comercial. Se realizaron tres aplicaciones de Si,
manteniendo intervalos de ocho dias entre cada aplicacion. Teniendo en cuenta los
resultados de la fase in vitro como similitud morfolégica y tendencia similar de crecimiento
micelial de los aislamientos AMn01 y AMn02, en esta fase del trabajo se usaron los
aislamientos AMn01 y AMn03 de Ascochyta spp., para un total de 12 tratamientos
evaluados. Por cada aislamiento del patégeno se probaron seis tratamientos, los cuales
correspondieron a: (i) aplicacién de ASi foliar + patdgeno (ASif+), (ii) aplicacion de ASi
edéfico + patdgeno (ASie+), (iii) aplicacion de BSi foliar + patdgeno (BSif+), (iv) aplicacion
de BSi edafico + patdgeno (BSie+), y como control negativo (v) plantas sin aplicacion de

Si + patégeno (Cp+) y como control absoluto (vi) plantas sin Siy sin patdgeno (Cp-).

Inoculacién de Ascochyta spp. Ocho dias después de la tltima aplicacion de Si (35 DDS)
se realizo la inoculacion de las plantas. A partir de colonias puras en medio PDA de los
aislamientos AMn01 y AMnO3, los cuales en el bioensayo in vitro presentaron un

crecimiento significativamente menor en el tratamiento con Si (Asi 0 BSi) en comparacion
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con el control no tratado, se tomaron cilindros de agar de 5 mm de didmetro de crecimiento
activo del patdgeno y se pusieron en contacto directo con las hojas (Liu et al., 2016;
Bhunjun et al., 2021; Islam et al., 2021); las plantas control se inocularon con cilindros de
agar sin el patdgeno. Para la inoculacién se tomaron 25 sitios en hojas desplegadas por
tratamiento del tercio medio de la planta, seleccionando cinco hojas por cada planta.
Posterior a la inoculacion, las plantas se cubrieron con bolsas plasticas y se sellaron para
mantener la humedad. Las bolsas plasticas y los cilindros de agar se retiraron tres DDI.
Después de la inoculacion, las plantas se mantuvieron bajo polisombra, evitando la
radiacion solar directa con el fin de mantener una temperatura estable y evitar altas

temperaturas.

Desarrollo del tizon por ascochyta en plantas de arveja. El desarrollo de la enfermedad
se evaluo cada dos dias a partir de los 3 DDI por un periodo de 10 dias. En cada evaluacién
se midi6 el avance del area foliar afectada por tratamiento. Este registro se realizé en cada
sitio de inoculacion mediante la toma de imagenes RGB que posteriormente se analizaron
en el programa de procesamiento de imagenes Java (Image J; National Institute of Mental
Health, Bethesda, MD, USA), siguiendo el protocolo descrito por Pride et al. (2020) donde

el producto final es el valor del area foliar afectada.

Parametros de crecimiento de las plantas de arveja. La altura de las plantas (cm) se
registr6 manualmente con cinta métrica, tomando la lectura desde la base hasta el apice
(Han et al.,, 2018). Las mediciones se registraron semanalmente desde la primera

aplicacién (15 DDS) de tratamientos con Si hasta el final del experimento (50 DDS).

Variables fisiol6gicas. Como variables de respuesta fisioldgica de plantas de arveja a los
diferentes tratamientos se evalué la temperatura de la hoja (°C), la conductancia
estomética (gs), el contenido relativo de clorofila y pardmetros de fluorescencia de la
clorofila como el rendimiento cuéntico del fotosistema Il (Phi2) y el quenching no
fotoquimico (NPQt). La gs se estimé con un porémetro portatil (SC-1, METER Group Inc.,
US) a partir de una hoja completamente extendida en la parte media del dosel (Chavez-
Arias et al., 2020). El contenido relativo de clorofila se determiné con un clorofilometro
(AtLeaf, FT Green LLC Wilmington, US) en las mismas hojas donde se determiné la gs
(Castro-Duque et al., 2020). La temperatura de la hoja, el Phi2 y el NPQt se midieron con

un fluorimetro de campo MultispeQ (Photosyng, Michigan, US) (Fernandez-Calleja et al.,



Capitulo | 31

2020). Las anteriores mediciones se realizaron entre las 9y 11 am, antes de la inoculacién
(34 DDS) y después de la inoculacién de las plantas (50 DDS).

Disefio experimental y andlisis de datos. Se implementd un disefio completamente al
azar con una planta como unidad experimental y donde cada tratamiento consté de cinco
repeticiones. Cuando el analisis de varianza (ANOVA) mostro diferencias significativas (p
< 0,05) se realiz6 la prueba de Tukey para comparacion de medias. Los datos fueron
analizados en el software Statistix v 9,0 (Analytical Software, Tallahassee, FL, USA) y las
gréficas se realizaron en SigmaPlot 12,0 (Systat Software, San Jose, CA, USA). El

experimento se repitié dos veces en el tiempo.

1.4 Resultados

1.4.1 Sintomas y signos asociados al tizén por ascochyta en
plantas de arveja variedad Vizcaya

La sintomatologia presente en las plantas de arveja variedad Vizcaya correspondio a
manchas necréticas color marrén, circulares, con borde definido, anillos concéntricos y en
ocasiones presencia de picnidios sobre la superficie del tejido vegetal (Figura 1-1A-B).
Adicionalmente, se observaron manchas necréticas color marrén, irregulares, presentes
entre las nervaduras de las hojas, sin anillos concéntricos ni presencia de picnidios (Figura
1-1C). Las muestras recolectadas en diferentes estadios de la planta permitieron asociar
a Ascochyta spp. a la presencia de manchas necroéticas durante todo el ciclo del cultivo,
afectando el tejido foliar y las vainas. En cortes histol6gicos de hojas se observé la
presencia de estructuras reproductivas del patégeno como picnidios (Figura 1-1D) y
conidias caracteristicas de Ascochyta spp. correspondientes a conidias, hialinas,

ligeramente curvas con extremos circulares (Figura 1-1E).
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Figura 1-1. Sintomatologia en tejido foliar de arveja variedad Vizcaya y estructuras
reproductivas de Ascochyta spp. A. Manchas necréticas con borde definido y anillos
concéntricos en hojas (sintomatologia 1). B. Picnidios sobre lesiones necréticas. C.
Manchas necréticas irregulares, sin anillos concéntricos, presentes entre las nervaduras

de las hojas (sintomatologia 2). D. Identificacion de picnidios (40x). E. Conidias (40x).

1.4.2 Aislamientos obtenidos a partir de sintomas de tizon por
ascochyta

A partir del material vegetal con las distintas sintomatologias observadas, aislado en medio
PDA, a los 7 DDS se obtuvieron colonias de crecimiento lento, de micelio color blanco y
algodonoso en el anverso de las cajas de Petri. En el reverso, las colonias presentaron
diferentes patrones de coloracion, se observaron colonias color crema en su totalidad y
colonias con centros y anillos color café. La frecuencia de aislamiento de colonias tipicas
de Ascochyta a partir de 50 explantes por sintomatologia observada fue del 70 y 76,6%,
en el estadio 65 (muestreo 2). En los estadios 55 y 75 (muestreos 1y 3) la frecuencia de
aislamiento alcanz6 el 60 y 56% para el sintoma 1, y 53,3 y 52% para el sintoma 2,
respectivamente. Lo anterior, permite observar en el estadio de 50% de floracién (estadio
65) una mayor afectacion de la planta por Ascochyta spp.
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1.4.3 Identificacion morfolégica y molecular de aislamientos de
Ascochyta spp.

A partir de las alteraciones oobservadas se recolectaron muestras que se analizaron y se
describieron los sintomas. Se verifico la presencia de estructuras fungicas y se hicieron
aislamientos en medio de cultivo PDA. Se obtuvieron tres morfotipos (AMn01, AMn02 y
AMNO03) de hongos cultivables, caracterizados por la coloracion tanto en el anverso como
reverso de la colonia en PDA en cajas de Petri, y el patron de crecimiento (Figura 1-2A-C).
Los aislamientos AMn01 y AMn02 se obtuvieron a partir de la sintomatologia 1 y el
aislamiento AMn03 de la sintomatologia 2. En los tres morfotipos se observé crecimiento
de micelio hialino septado y formaciéon de clamidosporas hialinas o pigmentadas color
marrén, globosas, intercaladas, unicelulares, dispuestas en solitario o en cadena (Figura
1-2D). Dado que ninguno de los tres morfotipos de las colonias del hongo obtenido
formaron picnidios y conidias sobre el medio de cultivo 30 DDI a 21 °C durante el periodo

de incubacioén, se determiné la importancia de realizar las pruebas de patogenicidad.

Figura 1-2. Aislamientos de Ascochyta spp. en medio de cultivo PDA 20 dias después de
la incubacién a 21°C. A. AMnO1. B. AMn02. C. AMn03. D. Clamidosporas (40x) en los tres
morfotipos obtenidos. En A, B y C, vista superior anverso de la colonia; parte inferior

reverso de la colonia.
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Mediante herramientas moleculares para la identificacion del hongo aislado se encontr6
que los tres morfotipos obtenidos correspondian al género Didymella (fase sexual de
Ascochyta) con un 100% de identidad. La region ITS amplifico un fragmento aproximado
de 560 pares de bases (bp). La secuencia consenso de la region ITS para cada aislamiento
se muestra en los anexos 1, 2 y 3. Adicionalmente, los marcadores RPB2, BTUB y 28S
amplificaron fragmentos de 372, 319 y 812 bp, respectivamente. Sin embargo, no se
obtuvo la resolucién taxonémica suficiente para la clasificacion hasta nivel de especie. El
arbol filogenético (Maximum likelihood) de las regiones ITS, 28S, BTUB y RPB2 de los tres
aislamientos se presentan en la Figura 1-3. En este, se observan las especies con las
menores distancias genéticas, que en los tres casos fueron Didymella lethalis CBS_103,25
y Didymella pinodella CBS 351,34. Teniendo en cuenta los resultados anteriormente

mencionados, los asilamientos se seguirdn denominando como AMn01, AMn02 y AMn03.

label Didymella_glomerata_M27-16

46
Didymella_keratinophila_9M1

Didymella_exigua_CBS_18355_CBS_18355

96
45 m—— [Didymella_segeticola_GZS5Q-4
88
96 Didymella_heteroderae_28M1
00 51 : -
Didymella_arachidicola_YY187
Didymella_lethalis_ FOR-16-620
s Didymella_lethalis_ GRM-16-623
96
Didymella_pinodes_WTN-11-157
88 AMn03
AMRnO1
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AMnO2

Neoascochyta_sp HWLR27_HWLR27

Figura 1-3. Arbol filogenético (Maximum likelihood) de las regiones ITS, 28S, BTUB y
RPB2 construido con la base de datos Ribosomal Database Project a partir de los
aislamientos Amn01, AMn02 y AMn03.
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Con respecto a las pruebas de patogenicidad, los tres aislamientos obtenidos fueron
patogénicos en plantas de arveja (Figura 1-4A), donde se apreciaron sintomas
caracteristicos de la enfermedad como lesiones necréticas (3 DDI) y senescencia de hojas
inoculadas a los 10 DDI y evidenciando la patogenicidad de los tres morfotipos en la planta
hospedera. La formacion de picnidios fue escasa y se observo luego de someter las hojas

inoculadas a cAmara humeda por un periodo de ocho dias (Figura 1-4B y C).

s

Figura 1-4. Establecimiento y desarrollo de Ascochyta spp. en plantas de arveja variedad
Vizcaya. A. Lesién necrética sobre el haz de la hoja 3 DDI. B. Picnidios visibles en la
superficie de la hoja. C. Conidias (10x) en los aislamientos AMn01 y AMn02.

Los resultados mencionados previamente permitieron la identificacion de los tres
morfotipos de Ascochyta aislados, clasificados por su color en el anverso y reverso de la
colonia y patrén de crecimiento, por lo cual, en las siguientes secciones de este capitulo
se presentara el efecto del Si sobre su crecimiento micelial in vitro y el desarrollo de la
enfermedad en plantas de arveja bajo condiciones de invernadero.

1.4.4 Efecto del silicio sobre el crecimiento micelial de Ascochyta
spp.
Las dos fuentes de Si (acidulado o basico) redujeron el crecimiento micelial in vitro de los
tres aislamientos de Ascochyta con respecto al control crecido en medio de cultivo en
ausencia de fuentes de Si (Tabla 1-1). En los aislamientos AMn01 y AMn02 las dos fuentes
de Si evaluadas no presentaron diferencias significativas con respecto al area bajo la curva
de crecimiento micelial (AUMGC) [732,63 (ASi) y 744,85 (BSi)], pero mantuvieron
diferencias (p < 0,05) con el tratamiento control (947,64). En contraste, en el aislamiento
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AMNO3 las fuentes de Si evaluadas mostraron diferencias (p < 0,05) entre si. En este caso,
el AUMGC en el tratamiento con ASi fue menor (520,17), en comparacion con BSi (707,95)
y el control (988,95). La eficacia de los tratamientos 21 DDI muestra que, los tratamientos
de ASiy BSi redujeron el crecimiento micelial de las colonias de Ascochyta. Sin embargo,
no se present6 una tendencia clara entre los dos tipos de Si evaluados. En el aislamiento
AMNO3 se presentaron diferencias significativas (p < 0,05), donde el efecto de ASi
(34,55%) con respecto al BSi (10,36%) fue mayor (Tabla 1-1).

Tabla 1-1. Crecimiento radial in vitro de colonias de Ascochyta spp. a los 21 DDI, area bajo
la curva de crecimiento micelial (AUMGC) de los aislamientos AMn01, AMn02, AMn03
obtenidos a partir de hojas afectadas de arveja variedad Vizcaya, y eficacia de los
tratamientos de Si acidulado (ASi) y basico (BSi) sobre Ascochyta spp.

Crecimiento micelial (mm)

Aislamiento Tratamiento AUMGC Eficacia (%)

7 ddi 15 ddi 21 ddi
Asi 3559 b 42,71 ¢ 4923 C 70404 b 27,04 a
AMnO1 Bsi 30,83 c 5168 b 6349 B 76849 b 20,68 a
Control 4143 a 63,36 a 7825 A 97523 a — -
Asi 36,52 b 4797 b 5507 B 76123 b 17,11 a
AMN02 Bsi 2847 ¢ 4921 b 5715 B 72121 b 2126 a
Control 41,17 a 58,67 a 70,67 A 920,06 a — -
ASi 2554 b 3192 b 3735 B 520,17 ¢ 3455 a
AMn03 BSi 3208 a 4515 a 5389 A 70795 b 10,36 b
Control 3463 a 4961 a 64,07 A 988,95 a - -

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo a la
prueba de Tukey (p < 0,05).

Con base en los resultados anteriores, ASi a nivel in vitro presenté una mayor eficacia
sobre el crecimiento micelial de Ascochyta spp. De otro lado, teniendo en cuenta que en
los aislamientos AMn01 y AMn02 no se presentaron diferencias estadisticas entre los tipos
de Si (ASi o BSi) y dado que morfolégicamente presentan caracteristicas similares, en el

andlisis bajo invernadero solo se usaron los aislamientos AMn01 y AMn03.
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1.4.5 Efecto del Silicio sobre el desarrollo del tizon por ascochyta
en plantas
En todos los tratamientos inoculados con el patégeno se desarrollaron los sintomas tipicos
reportados para el tizén por ascochyta a los tres DDI. El AUDPC para los dos aislamientos
(AMn01 y AMNn03) en los diferentes tratamientos se presentan en la Figura 1-5. 3
tratamientos de BSi foliar o al suelo presentaron diferencias significativas (p < 0,05), con
respecto al control negativo (plantas inoculadas sin Si). Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas (p > 0,05) entre la forma de aplicacion (edéafica o foliar) de BSi,
aunque la tendencia de valores mas bajos se presento con la aplicacién foliar en los dos
casos. Los tratamientos de ASi, no presentaron diferencias estadisticas (p > 0,05) con
respecto al control negativo (Cp+), sin embargo, se presentd una tendencia a menores
valores de AUDPC en los tratamientos con ASi. Durante el experimento, el control absoluto

(Cp-) no presenté ninguna sintomatologia.
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Figura 1-5. Efecto del Si acidulado y basico sobre el desarrollo de tizon por ascochyta en
plantas de arveja variedad Vizcaya bajo condiciones de invernadero. Cp-: control sin Si 'y
sin patégeno. Cp+: control con patégeno sin aplicacion de Si. ASie: ASi edafico. ASif: ASi
foliar. BSie: BSi edéfico. BSif: BSi foliar. Los tratamientos que comparten la misma letra no
presentan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05). Barras

verticales en cada promedio indican el error estandar (n = 60).

Con respecto a la altura de la planta, el ANOVA mostré efectos significativos de los

tratamientos sobre la altura de la planta al cabo de 50 DDS en el caso de las plantas
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inoculadas con el aislamiento AMn01, y a los 37 DDS en el caso de las plantas inoculadas
con el aislamiento AMn03. Los tratamientos con Si favorecieron el crecimiento de las
plantas de arveja con respecto al control Cp+. Los tratamientos BSi foliar (68,2 cm) o ASi
edéfico (66,3 cm), presentaron los mayores valores de altura en plantas inoculadas,
seguidos de los demas tratamientos con Si, sin diferencias (p > 0,05) entre ellos a los 50
DDI (Figura 1-6). La altura de las plantas inoculadas con el aislamiento AMn01 y tratadas
con los productos a base de silicio, no fue significativamente diferente (p > 0,05) a la altura
de las plantas libres del patdgeno y sin aplicaciones de Si. Sin embargo, la altura de las
plantas del control negativo fue significativamente la més baja entre todos los tratamientos
evaluados (57,8 cm) (Figura 1-6A). En el aislamiento AMNn03 no se presentaron diferencias
entre el control negativo (Cp+) y el absoluto (Cp-), siendo estos los que registraron los

valores mas bajos de altura de las plantas (57,9 y 57,3 cm, respectivamente) (Figura 1-

6B).
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Figura 1-6. Efecto de la aplicacién de Si acidulado y basico sobre la altura de plantas de
arveja variedad Vizcaya 15, 37 y 50 DDS bajo condiciones de invernadero. A. plantas
inoculadas con el aislamiento AMn01. B. Plantas inoculadas con el aislamiento AMn03.
Cp-: control sin Si y sin patégeno. Cp+: Control con patégeno sin aplicacion de Si. ASie:
ASi edéfico. ASif: ASi foliar. BSie: BSi edafico. BSif: BSi foliar. Los tratamientos que
comparten la misma letra no presentan diferencias significativas de acuerdo con la prueba
de Tukey (p < 0,05).
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La temperatura de la hoja mostré un incremento bajo la inoculacion artificial del patégeno,
en comparacion con el control absoluto, siendo el control Cp+ el que present6 la mayor
temperatura de la hoja en ambos grupos de plantas (AMn01 y AMn03) a los 10 DDI (30,9
y 31,5 °C, respectivamente). En contraste, la temperatura de la hoja en las plantas no
inoculadas con el patégeno (Cp-) fue significativamente la mas baja (25,8 y 26,4 °C,

respectivamente) (Figura 1-7A).

Un comportamiento similar se presentd con el contenido de clorofila medido por el equipo
SPAD en plantas inoculadas con el aislamiento AMn01, donde tratamientos con Si a los
10 DDI presentaron una tendencia de valores inferiores con respecto al control Cp+
(39,61); sin embargo, la tendencia fue a valores mas altos que en el control absoluto
(31,25) (Figura 1-7C). Ambos grupos de plantas inoculadas con el patégeno (AMnOl y
AMNn03) y sin tratamiento (control negativo) presentaron valores mas bajos de
conductancia estomatica (gs) (128,85 y 151,25 mmol m2 s, respectivamente). Por lo
anterior, la aplicacion de Si incremento la gs, comparado con los valores presentados en
el control absoluto (222,3 mmol m?2 s en ambos casos), sin embargo, solo se presentaron
diferencias estadisticas (p < 0,05) en el aislamiento AMn01 (Figura 1-7B). Esta tendencia
también se observo con el quenching no fotoquimico (NPQt), donde los valores mas altos
se presentaron en el control absoluto y BSi foliar (4,52 y 5,42 para AMn0l1 y AMn03,
respectivamente) y el mas bajo se registr6 en el tratamiento ASi foliar (1,54). Los
tratamientos restantes no presentaron diferencias significativas (p > 0,05) entre ellos
(Figura 1-7D). En el caso del rendimiento cuantico del fotosistema Il (Phi2), no se

presentaron diferencias significativas (p > 0,05) entre los tratamientos evaluados.
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Figura 1-7. Efecto de la aplicacion de Si acidulado y basico sobre variables fisiol6gicas a
los 0 y 10 DDI en plantas de arveja variedad Vizcaya inoculadas con dos aislamientos de
Ascochyta spp. bajo condiciones de invernadero. A. Temperatura de la hoja (°C). B.
Conductancia estomatica (g) (mmol m=2 s?). C. Contenido relativo de clorofila (SPAD). D.
Quenching no fotoquimico (NPQt). Cp-: control sin Si y sin patégeno. Cp+: control con
patégeno sin aplicacion de Si. ASie: ASi edafico. ASif: ASi foliar. BSie: BSi edéfico. BSif:
BSi foliar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo

con la prueba de Tukey (p < 0,05).

1.5 Discusioén

A partir del material afectado con sintomas reportados para el tizon por ascochyta como

lesiones necroéticas, circulares con anillos concéntricos se obtuvieron tres diferentes
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morfotipos del patégeno (Amn0l1l, AMn02 y AMnO03), definidos por los patrones de
coloracion de la colonia en medio PDA a 21 °C. Esta coloracién esta asociada
posiblemente a la pigmentacion de las hifas y clamidosporas formadas, ya que para
ninguno de los aislamientos se obtuvo formacién de picnidios y conidias en el medio de
cultivo. Terbeche et al. (2015) mencionan que la temperatura es un factor importante en el
crecimiento micelial de Ascochyta, ya que esta interfiere en el metabolismo quimico y
reacciones biologicas de las especies de este género. Por lo que la ausencia de picnidios
y conidias en Ascochyta spp. en este estudio podria estar relacionado con las condiciones

de oscuridad durante la incubacién (Terbeche et al., 2015).

La identificacion de especies dentro del complejo de Ascochyta por caracteristicas
morfoldgicas es compleja dada la similitud que hay entre ellas, por lo que se requiere de
herramientas moleculares para su identificacion. En este estudio, los tres aislamientos se
identificaron como pertenecientes al género Ascochyta (teleomorfo: Didymella) por sus
caracteristicas morfolégicas. Filogenéticamente, los tres aislamientos se asociaron a las
especies Didymella lethalis y Didymella pinodella; sin embargo, la falta de secuencias del
genoma completo para la especie D. pinodella, no permitié la identificacion de los
aislamientos obtenidos hasta el nivel de especie. D. pinodella, D. lethalis y D. pinodes
presentan un alto grado de similitud morfolégica y genética, y pueden presentarse en una
misma planta teniendo en cuenta que ocupan nichos ecoldgicos similares (Sisi¢ et al.,
2022). Sin embargo, D. pinodella y D. lethalis no han sido reportadas como agentes
fitopatégenos de arveja en Colombia (CABI, 2020), por lo tanto, los estudios realizados se
han enfocado en la evaluacion de resistencia a A. pisi (D. pisi) y D. pinodes (Valencia et
al., 2012; Torrado-Martinez et al., 2020).

En las pruebas de patogenicidad realizadas en plantas de arveja variedad Vizcaya, el
desarrollo de manchas necroticas circulares, color marrén, con anillos concéntricos en las
hojas, se presentd a los 3 DDI con los tres aislamientos. 10 DDI se evidencio avance de la
necrosis con zonas cloréticas. Lesiones en hojas, ocasionadas por M. pinodes y P.
pinodella se reportan 2 y 4 DDI; con A. pisi, el desarrollo de sintomas se puede presentar
entre 6 y 11 DDI, y manchas necréticas, circulares con formacion de anillos concéntricos
estan asociadas principalmente con A. pisi (Bretag et al., 2006; Skoglund et al., 2011). La
aparicion de sintomas en plantas de arveja variedad Vizcaya fue de 3 DDI, lo que coincide
con los rangos de aparicion de sintomas reportados para el género Didymella,

principalmente con las especies D. pinodes y D. pinodella.
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El efecto in vitro del Si ha sido evaluado tanto en patégenos foliares como de suelo (Bekker
et al., 2006; 2009). Las dos fuentes de Si (acidulado y bésico) evaluadas inhibieron el
crecimiento micelial de Ascochyta spp. en condiciones in vitro, lo que coincide con el efecto
encontrado por Bekker et al. (2006; 2009) en Colletotrichum coccodes, C. gloeosporioides,
Alternaria solani y Curvularia lunata usando silicato de potasio (SP) como fuente de Si. La
inhibicion del crecimiento micelial por SP, silicato de sodio (SS) y silicato de calcio (SC),
también se ha reportado en Phomopsis obscurans agente causal del tizon foliar en fresa
(Abd-El-Kareem et al., 2019). La aplicacion de SP y SS sobre Macrophomina phaseolina
en soya inhibieron el crecimiento micelial en un 36.11 y 41.11%, respectivamente (El-
Abdean et al., 2020). En especies de Fusarium relacionadas con la malformacion y
crecimiento irregular de hojas e inflorescencias en plantas de mango, mostraron también
reduccién del crecimiento micelial con SP (Yadav y Bains, 2021). Estos resultados pueden
estar relacionados con el efecto fungitoxicida de los silicatos en los microorganismos (Zhou
et al., 2018). Por otro lado, Yadav y Bains (2021) reportan que el Si esta relacionado
también con la reduccion de la presion de turgencia de las células fungicas dando como

resultado la contraccion y colapso de hifas y esporas.

Los dos tipos de Si evaluados en condiciones de invernadero redujeron el desarrollo de
sintomas causados por Ascochyta spp. en hojas de plantas de arveja variedad Vizcaya,
con respecto al control negativo, inoculado solamente con el patdgeno (AMn01 y AMn03).
Estos resultados coinciden con lo reportado por Dann y Muir (2002), donde lesiones
ocasionadas por M. pinodes en plantas de arveja fueron menores en tratamientos con Si
incorporados al sustrato de siembra en comparacién con tratamientos control. Este
resultado puede estar relacionado con la acumulacién de Siy a su vez el aumento de las
proteinas PR, quitinasas y B-1-3-glucanasa (Dann y Muir, 2002), relacionadas con la
defensa de las plantas (Balasubramanian et al., 2012). En soya, la aplicacién de Si al suelo,
redujo la severidad de M. phaseolina, lo que fue atribuido principalmente a la absorcion del
Si a través del sistema radicular de la planta, lo cual se relaciona con la respuesta de
defensa de las plantas al ataque de patégenos (El-Abdean et al., 2020). Resultados
similares fueron observados por Hasan et al. (2020), donde la aplicacion de nanoparticulas
de silicio en plantas de haba redujo la incidencia y la severidad de Botrytis fabae, en

comparacion con el tratamiento control.
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El efecto positivo del Si puede estar asociado a su acumulacion en el tejido foliar, creando
barreras fisicas que evitan la penetracion de los patdgenos y permiten mantener en su
estado normal la pared celular, membrana plasmética y cloroplastos de la célula vegetal
(Hasan et al., 2020). De otro lado, el Si afecta también los metabolitos primarios como la
quitinasa, la B-1,3-glucanasa, la fenilalanina amoniaco liasa (PAL), la polifenol oxidasa
(PPO), los cuales estan asociados a la defensa de las plantas. El Si esta relacionado
ademas con la mayor produccién de flavonoides, peroxidasas (POD) y quitinasa (CHT) en
el hospedero en presencia de patdgenos necrotroficos (Song et al., 2021). Las especies
dentro del complejo Ascochyta son patégenos necrétrofos como lo reporta (Tivoli et al.,
2007; Morkunas et al., 2013; Barilli et al., 2016), por lo cual posiblemente este efecto se

asocie con el resultado positivo del Si sobre Ascochyta observado en plantas de arveja.

Las plantas inoculadas con los aislamientos de Ascochyta AMn01 y AMnO03 y tratadas con
Si, incrementaron su crecimiento en términos de altura de la planta (cm) con respecto a las
plantas del control negativo. Estos resultados se pueden explicar debido a la elongacién
celular promovida por la acumulacion del Si en la pared celular (Dehghanipoodeh et al.,
2018). Lo encontrado en este trabajo coincide con lo reportado por Zhou et al. (2018),
donde la aplicacién edafica de Si en plantas de pepino inoculadas con F. oxysporum f. sp.

cucumerinum, incrementd la altura de las plantas y redujo la severidad de la enfermedad.

Con respecto a parametros fisiolégicos, en soya la aplicacién foliar de Si increment6 los
valores como la tasa fotosintética, la conductancia estomatica y el contenido de clorofila
(Hussain et al., 2021b). Estos, resultados coinciden con los observados en el presente
estudio para arveja, donde la aplicacién de Si disminuyd la temperatura de la hoja y
aumento la gs con respecto a plantas control con presencia del patégeno (Cp+). Lo que
puede darse teniendo en cuenta que las plantas bajo condiciones de estrés buscan
minimizar la pérdida de agua por transpiracién y mantener la homeostasis celular lo que a
Su vez genera un mayor aumento de la temperatura de la hoja (Mendoza-Vargas et al.,
2021). Con respecto al contenido relativo de clorofila (SPAD), no se presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos con Si con respecto a los tratamientos
control. Este resultado contrasta con lo reportado por Bueno et al. (2017) en maiz, donde
la aplicacion de Si mejoré las condiciones del aparto fotosintético y tasa fotosintética al
aumentar el contenido de clorofila. En ese estudio, plantas de maiz sin aplicaciéon de Si
inoculadas con Monographella albescens la destruccion de moléculas de clorofila redujo

la fotosintesis en las hojas. Con respecto a la fluorescencia de clorofila, se debe tener en
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cuenta que la infeccién por patdégenos puede aumentar o disminuir los procesos no

fotoquimicos de disipacion de energia (Suéarez et al., 2022).

Los resultados obtenidos en este estudio a nivel in vitro e in vivo bajo condiciones de
invernadero evidenciaron el efecto del Si en el crecimiento del patdégeno y en el desarrollo
del tizon por ascochyta y su efecto sobre variables fisioldgicas de la planta. Este estudio
muestra el potencial de la aplicacion de Si para limitar el crecimiento del patégeno, reducir
el area foliar afectada por Ascochyta y mitigar el estrés causado por la infeccidn en plantas
de arveja variedad Vizcaya. Sin embargo, se requieren estudios adicionales de la
evaluacion de la aplicaciéon de Si bajo condiciones de campo, para validar los resultados
obtenidos y determinar el mejor tipo de Si para su potencial recomendacién a nivel

comercial.

1.6 Conclusiones

e La aplicacion de Si (acidulado o basico) reduce el crecimiento micelial y area foliar
afectada de Ascochyta spp. y favorece el crecimiento de plantas de arveja bajo

condiciones de estrés biotico.



2.Capitulo Il. Efecto del silicio en el
desarrollo de enfermedades
foliares y respuestas fisiolégicas
y agronomicas de arveja (Pisum
sativum L.) en condiciones de
campo

2.1 Resumen

En plantas, la aplicacién de silicio (Si) favorece el crecimiento y desarrollo, y su aplicacion
es considerada una estrategia dentro del manejo integrado en leguminosas. Sin embargo,
en arveja la informacion sobre el uso de Si aln es limitada. Por consiguiente, en este
capitulo se evalué el efecto de la combinacion de fungicidas y aplicaciones edafica o foliar
de Si (acidulado y basico sobre el desarrollo de enfermedades foliares causadas por
Ascochyta spp., Peronospora viciae y Erysiphe pisi. Adicionalmente, se evalu6 su efecto
sobre la fisiologia de las plantas y el rendimiento del cultivo de arveja variedad Vizcaya en
condiciones de campo. Los valores de AUDPC, indice de severidad y area foliar afectada
fueron menores en plantas bajo los tratamientos de Si, con respecto a lo observado en las
plantas del control absoluto. La conductancia estomatica (gs) y los componentes de
rendimiento se vieron favorecidos con la aplicacién de Si. Asi mismo, el contenido de Si
foliar en las plantas tratadas fue significativamente mayor con respecto a plantas sin
ningun tratamiento (control absoluto negativo). Los resultados mostraron que la aplicacion
de Si contribuye a la reduccién del dafio por patdgenos foliares de arveja variedad Vizcaya
y a la reduccion de la aplicacion de fungicidas sin afectar el rendimiento ni la calidad del

producto cosechado.
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2.2 Introduccidn

En los dltimos afos, en el cultivo de arveja se ha registrado un aumento de la incidencia
de enfermedades foliares, generando pérdidas que oscilan entre el 20 y 100% a nivel local
y mundial (Cadena et al., 2020; Barbetti et al., 2021). Dentro de estas, las enfermedades
foliares causadas por Ascochyta spp., Peronospora viciae y Erysiphe pisi adquieren una
mayor importancia dado que afectan follaje, vainas y granos, limitando su producciény su
posterior comercializacion (Cadena et al., 2020). La infeccién de la lamina foliar de las
plantas se puede dar directamente por aberturas naturales o heridas, segun el patégeno
(Grimmer et al., 2012). Este proceso de infeccion y colonizacién afecta la fisiologia de la
planta generando pérdidas de clorofila, reduccion de la eficiencia fotosintética y tasa de
fotosintesis, aumento de la tasa respiratoria y actividad metabdlica de la planta (Garry et
al., 1998; Grimmer et al., 2012). Autores como Okorski et al. (2008) y Lobato et al. (2010)
reportaron una reduccién de la tasa fotosintética hasta en 75y 77,3% debido a patégenos
foliares en arveja y frijol respectivamente. Por lo anterior, las enfermedades foliares
representan la principal limitante de muchos cultivos, dentro de estos la arveja (Ahammed
y Yang, 2021).

El silicio (Si) en las plantas es considerado un elemento benéfico y en algunas poaceas
como arroz o cafia de azucar se ha determindo que es escencial (Wang et al., 2017;
Albrecht, 2019). La aplicacion de este elemento favorece el crecimiento y el desarrollo de
las plantas, mejora la arquitectura de las raices, interviene en procesos hidricos, y de
fotosintesis (Hafez et al., 2021), aumenta la interceptacién de la luz, e incrementa la
resistencia de la planta a condiciones de estrés (Savvas y Ntatsi, 2015; Albrecht, 2019).
Ademas, genera cambios bioquimicos como la acumulacion de compuestos fendlicos,
ligninas y fitoalexinas, produccion de enzimas relacionadas con la defensa de las plantas
como la peroxidasa (POX), polifenoloxidasa (PPO), fenilalanina amoniaco liasa (PAL),
lipoxigenasa (LPO), glucanasa y quitinasa (Ferreira et al., 2015; Castellanos-Gonzalez et
al.,, 2015; Wang et al., 2017; Basu y Kumar, 2021). Adicionalmente, el Si favorece la
eliminacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) al inducir el sistema de defensa
antioxidante, lo que contribuye a la homeostasis y en consecuencia favorece la resistencia

a enfermedades de la planta (Basu y Kumar, 2021).
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Diferentes publicaciones muestran los efectos positivos de la aplicacién de Si en el manejo
de enfermedades. El uso de Si edéfico y foliar inhibié el desarrollo de patégenos como
Blumeria graminis f. sp. tritici y Podosphaera xanthii, agentes causales de mildeo polvoso
en trigo y meldn, respectivamente (Liang et al., 2005; Dallagnol et al., 2015), Bremia
lactucae (mildeo velloso) en lechuga (Weerahewa y Somapala, 2016), Colletotrichum
sublineolum en soya (Resende et al., 2012) y Mycosphaerella pinodes en arveja (Dann y
Muir, 2002). Ademas, tratamientos de Si en combinacion con fungicidas mejoraron su
eficacia, mostrando reduccion significativa del indice de severidad de enfermedades como
antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum) y mildeo polvoso (Podosphaera aphanis) en

frijol y fresa, respectivamente (Polanco et al., 2014; Liu et al., 2020).

El efecto positivo del uso del Si también se ha reportado sobre la fisiologia de las plantas
principalmente en condiciones de estrés (Dallagnol et al., 2020). La aplicacién de Si
aument6 la concentracion de pigmentos fotosintéticos, la tasa fotosintética neta y la
concentracion de clorofila total, e incrementd los valores del quenching no fotoquimico
(NPQt) en plantas cultivadas en condiciones de estrés bidtico por patdgenos flngicos
como: Blumeria graminis f. sp. tritici, Ramularia areola, C. lindemuthianum y C. sublineolum
(Debona et al., 2017; Dallagnol et al., 2020). El uso foliar de Si también mejor6 los
componentes de rendimiento (nimero de vainas por planta, la longitud de las vainas, el
namero de semillas por vaina, el nimero de semillas por planta, el peso de las semillas y
el rendimiento total) de plantas leguminosas (arveja y haba) bajo condiciones de estrés
abidtico (Arafa et al., 2021; Hafez et al., 2021).

El manejo integrado de enfermedades foliares en el cultivo de arveja considera el uso de
agentes de control biol6gico y practicas culturales. Sin embargo, la principal estrategia de
manejo es la aplicacion de fungicidas de sintesis quimica tanto a nivel local como mundial
(Cadena et al., 2020; Villegas-Fernandez et al., 2021), ya que los genotipos resistentes a
estas enfermedades son limitados debido a una resistencia genética estrecha (Liu et al.,
2016; Barbetti et al., 2021; Villegas-Fernandez et al., 2021). No obstante, la aplicacién
excesiva de fungicidas en ocasiones incrementa los costos de produccion, puede reducir
la calidad, contribuir a la generacién de cepas de patégenos resistentes y generar riesgos
ambientales (Liu et al., 2016; Kannojia et al., 2019; Singh et al., 2020). Por tal motivo, el
uso de Si como parte de la estrategia dentro de un manejo integrado de enfermedades
foliares en leguminosas ha adquirido importancia en los ultimos afios, debido a que puede

reducir la incidencia de las enfermedades, mejorar la fisiologia de la planta y el rendimiento
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del cultivo (Artyszak, 2018; Hasan et al., 2020; Arafa et al., 2021; Hafez et al., 2021). Sin
embargo, la disponibilidad de alternativas a considerar en el plan de manejo de
enfermedades foliares en arveja aun es limitada en el pais. En consecuencia, en el
presente estudio se plante6 analizar de forma comparativa el uso de fuentes y formas de
aplicacién de Si como complemento al control quimico de enfermedades foliares y su

influencia sobre la fisiologia y rendimiento del cultivo en condiciones de campo.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Condiciones generales de estudio

El estudio se llevé a cabo en dos experimentos implementados entre los meses de
septiembre del 2020 y julio del 2021 correspondientes a dos ciclos del cultivo en el Centro
Agropecuario Marengo CAM (4°41'48,3” N, 74°12'42,9” W), Mosquera (Cundinamarca).
Durante el periodo de estudio se presentaron temperaturas promedio entre 15y 25 °C,
humedad relativa entre 60 y 80% Yy una precipitacion mensual promedio de 134,6 mm. En
cada experimento, el cultivo se establecid a partir de semilla de arveja (Pisum sativum L.)
variedad Vizcaya obtenida del programa de Investigacion en Leguminosas Comestibles de
la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota.
En los dos ciclos de cultivo, la semilla fue previamente tratada por inmersién en una mezcla
de thiamethoxam + lamda-cyhalotrin (Gale6n 247 SC, Agroser S.A., Colombia) a una dosis
de 3 ml de producto comercial-L de agua y azoxystrobin + difenoconazol (Cavalier 325
SC, Bogota D.C., Colombia) a una dosis de 2 ml de producto comercial-L* de agua durante
4 horas. Lo anterior, para evitar posibles dafios por Delia platura y Damping-off en los
primeros estadios de desarrollo del cultivo (Cadena et al., 2020). Los cultivos se
establecieron en un suelo franco (CIC 28,8 meq-100g?, MO 5,6% y N 0,48%), a una
densidad de 55000 plantas-ha y un marco de plantaciéon de 0,15 m entre plantasy 1,2 m
entre surcos. La fertilizaciébn se suministr6 de forma edéafica de acuerdo con los
requerimientos del cultivo (Cadena et al., 2020) y segun el andlisis de suelo previo a la
siembra. Esta se realiz6 en dos aplicaciones, a los 0 dias después de la siembra (DDS)
(70% de la fertilizacion edéfica requerida) y 35 DDS (30% restante requerido por el cultivo)
con urea (100 Kg-ha'), DAP (125 Kg-ha?), KCI (75 Kg-ha?), Kieserita (150 Kg-ha?),
Durasop elite (125 Kg-ha?), Nitrocalcio (25 Kg-ha') y Agrimins (92 Kg-ha*). Como fuentes
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de Si acidificado (ASi) se utilizé el producto comercial Misil-K (pH 5.2 a una concentracion
de 240 g Si-L?) (Bioest S.A.S., Colombia), a una dosis comercial de 1,7 L-ha. Como
fuente de Si bésico (BSi) se us6 el producto comercial Tricho-sil enmienda (pH 11,2 a una
concentracion de 136 g Si-L™?) (Agroser S.A., Colombia) a una dosis comercial equivalente
de 3,0 L-ha™.

2.3.2 Experimento 1: evaluacion de la aplicacion edafica o foliar de
Si basico o acidulado sobre el desarrollo de enfermedades
foliares y el comportamiento agronémico del cultivo de
arveja

El primer experimento se desarrollé entre septiembre del 2020 y febrero del 2021,

buscando evaluar la aplicacion de dos fuentes de Si en combinacién con el uso alterno de

fungicidas. Las aplicaciones de las dos fuentes de Si [acidulado (ASi) o basico (BSi)] en
combinacion con fungicidas fueron realizadas semanalmente desde los 28 DDS [desarrollo
de las hojas (12): 2 hojas con estipulas desplegadas], hasta los 108 DDS [formacion del
fruto (78): 80% vainas alcanzan la longitud tipica)]. El criterio del nUmero de aplicaciones
foliares se determiné siguiendo el manejo tradicional del cultivo de arveja (diez aplicaciones

de fungicidas durante el ciclo del cultivo, aplicadas cada 5 dias en temporada de lluvia y

cada 8 o 15 en temporada seca) (Alvarez-Sanchez et al., 2020). Los diferentes

tratamientos establecidos para estimar el efecto de diferentes frecuencias de aplicacion de
las dos fuentes de Si y fungicidas se presentan en la Tabla 2-1. Las aplicaciones de Si se
alternaron con la aplicacion de fungicidas en sus frecuencias correspondientes, de tal

manera que estuvieran distribuidas durante todo el ciclo del cultivo.

En total, en este experimento se evaluaron 14 tratamientos dispuestos en parcelas de 18
m? (unidad experimental) y establecido bajo un disefio de parcelas subdivididas con cinco
repeticiones por tratamiento, donde la parcela principal corresponde al tipo de Si (basico o
acidulado), la subparcela a la forma de aplicacién (edafica o foliar) y la sub-subparcela a
la frecuencia de aplicacion del fungicida (0, 25, 50, 75 y 100%). En cada parcela
experimental se tomaron 8 plantas como unidad de muestreo. Los ingredientes activos
aplicados tanto de forma preventiva como curativa se seleccionaron de acuerdo con el
nivel de enfermedad y blanco biolégico (FRAC, 2020). Durante el experimento se
emplearon los ingredientes activos presentados en la Tabla 2-3. Las aplicaciones

incluyeron Alkil aril polieter (Surfatron, Agroser S.A., Colombia) como coadyuvante
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tensioactivo a una dosis de 2 ml-L. Todas las aplicaciones de Si (edéaficas o foliares) y
fungicidas se realizaron entre las 07:00 y 09:00 h empleando una fumigadora de aspersion
manual de 20 L (Royal Condor®, Colombia).

Tabla 2-1. Tratamientos foliares o edaficos de dos fuentes de silicio [acido (ASi) o basico
(BSi)] en combinacién con aplicacion variable (100%, 75%, 50% y 25%) de fungicidas
comerciales (F) con respecto al programa de manejo comercial del cultivo, las cuales

fueron sustituidas por aplicaciones de silicio (Si).

Tratamiento Denotacién Descripcién
1 0Si + OF Control negativo (0% Si + 0% fungicidas)
2 0Si+100F Control positivo (0% Si + 100% fungicidas)
3 75ASi+25F 75% ASi edafico y 25% fungicidas
4 50ASi+50F 50% ASi edéfico + 50% fungicidas
5 25ASi+75F 25% ASi edéfico + 75% fungicidas
6 75BSi+25F 75% BSi edafico y 25% fungicidas
7 50BSi+50F 50% BSi edéfico + 50% fungicidas
8 25BSi+75F 25% BSi edéfico + 75% fungicidas
9 75ASi+25F 75% ASi foliar y 25% fungicidas
10 50ASi+50F 50% ASi foliar y 50% fungicidas
11 25ASi+75F 25% ASi foliar y 75% fungicidas
12 75BSi+25F 75% BSi foliar y 25% fungicidas
13 50BSi+75F 50% BSi foliar y 50% fungicidas
14 25BSi+75F 25% BSi foliar y 75% fungicidas

2.3.3 Experimento 2: evaluacion de la aplicacion de Si acidulado y
fungicidas segun el nivel de severidad de enfermedades
foliares del cultivo de arveja

El segundo experimento se establecié entre febrero y julio del 2021, teniendo en cuenta

los resultados del primer experimento en campo (2.3.2). En este caso, se busco evaluar

los mejores tratamientos de Si con reduccion de la aplicacion de fungicidas. En el primer

experimento, la fuente de Si acidulado (ASi) presentd los mejores resultados en la
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inhibicion del desarrollo de enfermedades foliares de arveja y por lo tanto fue la fuente
usada. El ASi mas la aplicacion combinada de fungicidas fueron aplicados semanalmente
(desde 28 DDS hasta 108 DDS). Sin embargo, en este segundo experimento la aplicacion
de fungicidas se realizé con valores de severidad de enfermedad = a 2 (3-6% de tejido
foliar afectado por tizon por ascochyta, 10% de tejido foliar afectado por mildeo velloso y
pocas colonias contables de micelio y ligera esporulacion de mildeo polvoso sobre el tejido
foliar). Los anteriores umbrales se tomaron con base en la afectacion de la tasa respiratoria
de la planta segun estudios realizados por Garry et al. (1998) y Bassanezi et al. (2001).
Los diferentes tratamientos establecidos en este experimento se describen en la Tabla 2-
2. En total, se evaluaron diez tratamientos dispuestos en parcelas de 11,52 m? (unidad
experimental) bajo un disefio de bloques completamente al azar con cinco repeticiones por
tratamiento. En cada parcela experimental se tomaron cinco plantas como unidad de
muestreo. Los ingredientes activos aplicados se seleccionaron de acuerdo con el nivel de
enfermedad y blanco biolégico (FRAC, 2020). Durante el experimento se emplearon los
ingredientes activos presentados en la Tabla 2-3. Se incluy6 Alkil aril polieter (Surfatron,
Agroser S.A., Colombia) como coadyuvante tensioactivo a una dosis de 2 ml-L. Todas las
aplicaciones de Si (edaficas o foliares) y fungicidas se realizaron entre las 07:00 y 09:00 h
empleando una fumigadora de aspersién manual de 20 L (Royal Condor®, Colombia).

Tabla 2-2. Tratamientos de silicio &cido (ASi), en combinacién con aplicacion de fungicidas
comerciales (F) en nimero de aplicacion variable (75% y 50%) segun el nivel de severidad

de la enfermedad (= a 2). Aplicacion al suelo (s); aplicacion foliar (f).

Tratamiento Denotacién Descripcién
1 0Si + OF Control negativo (0% Si + 0% fungicidas)
2 0Si+100F Control positivo (0% Si + 100% fungicidas)
3 100Si+0F (s) 100% Si - edéfico + 0% fungicidas
4 50Si+50F (s) 50% Si edafico + 50% fungicidas
5 25Si+75F (s) 25% Si edafico + 75% fungicidas
6 100Si+0F (f) 100% Si - foliar + 0% fungicidas
7 50Si+50F (f) 50% Si foliar + 50% fungicidas
8 25Si+75F (f) 25% Si foliar + 75% fungicidas
9 50Si+50F (s-f) 50% Si (2 aplicaciones edéficas, 2 foliares) + 50% fungicidas

10 25Si+75F (s-f) 25% Si (3 aplicaciones edéficas, 3 foliares) + 75% fungicidas




Tabla 2-3. Nombre quimico de los ingredientes activos y nombre comercial de los fungicidas usados para la evaluacion de la aplicaciéon

de silicio acidulado (ASi) y silicio basico (BSi) aplicado al suelo y foliar en diferentes frecuencias de aplicacion (0, 25, 50, 75 y 100%).

Nombre del Modo de Tiempo de
inaredient activo accion Actividad biolégica  aplicacion Dosis de producto Nombre comercial (Fabricante)
9 (FRAC) (DAS)
Experimento 1
Mancozeb M Ascochyta spp. 28 and 36 2,5 gL Fungitane (Agroser S.A., Bogota
Peronospora spp. ' D.C., Colombia)
Chlorothalonil M Ascochyta spp. 42 and 89 0,5 L-hat Daconil (Syngenta,_ Bogota D.C.,
Colombia)
Metalaxyl + el Duclase gold (Agroser S.A., Bogota
Mancozeb Al +M Peronospora spp. 51 2,5 kg-ha D.C., Colombia)
Azoxystrobin + C3+G1 Ascochyta spp. 62 and 80 0.4 L.hal Cavalier (Agroser S.A., Bogota
Difenoconazol Eryshipe spp. ' D.C., Colombia)
) Propamba (Agroser S.A., Bogota
ha-1
Propamocarb F4 Peronospora spp. 72 1,5L-ha D.C., Colombia)
. . Gaitero (Agroser S.A., Bogota D.C.,
. 1
Dimethomorph H5 Peronospora spp. 97 0,6 kg-ha Colombia)
Metalaxyl + el Surrender (Agroser S.A., Bogota
Propamocarb Al +F4 Peronospora spp. 110 0,9 kg-ha D.C.. Colombia)
Experimento 2
Ascochyta spp. 1 Fungitane (Agroser S.A., Bogota
Mancozeb M Peronospora spp. 46 25¢gL D.C., Colombia)
Isoprothiolane + Ascochyta spp. ol King SC (Agroser S.A., Bogota
Carbendazim F2+Bl Eryshipe spp. 66 05 L-ha D.C., Colombia)
. . Al Funnnomil (Agroser S.A., Bogota
Cymoxanil + Propineb U+M Peronospora spp. 81 1,5 kg-ha D.C., Colombia)
Azoxystrobin + C3+G1 Ascochyta spp. 101 0.4 L.hal Cavalier (Agroser S.A., Bogota

Difenoconazol

Eryshipe spp.

D.C., Colombia)




2.3.4 Desarrollo del tizén por ascochyta, mildeo velloso y mildeo
polvoso en el cultivo de arveja

La incidencia y severidad del tizén foliar, de mildeo velloso y de mildeo polvoso en los
experimentos 1y 2 se determind semanalmente (a partir de los 28 DDS hasta los 104 DDS
en el experimento 1, y a partir de los 49 DDS hasta 112 DDS para el experimento 2),
mediante inspeccidn visual de las plantas en cada tratamiento considerando la presencia
de los sintomas de cada enfermedad. La evaluacién de tizon foliar por ascochyta [complejo
gue involucra los patégenos Ascochyta pisi, Mycosphaerella pinodes y Phoma medicaginis
(Sivachandra y Banniza, 2017) se hizo mediante la identificacién de manchas irregulares
de color marrén oscuro, borde indefinido y forma irregular o machas circulares ligeramente
hundidas con centro de color marrén claro, borde oscuro definido y presencia de picnidios
(Liu et al., 2016; Sivachandra y Banniza, 2017). En mildeo velloso (Peronospora viciae) se
evallo la presencia de manchas cloréticas en el haz de las hojas y presencia de
estructuras del patégeno de aspecto afelpado en el envés de estas, y sintomas en tallos
y vainas (Liu et al., 2013; Soylu et al., 2020). La presencia de mildeo polvoso (Erysiphe
pisi) se evalué como manchas de color blanco de aspecto polvoso (Fondevilla y Rubiales,
2012).

Adicionalmente, se recolectaron muestras de material vegetal afectado por las tres
enfermedades y se llevaron al laboratorio de Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, para la inspeccion de
sintomas y confirmacién de la presencia del posible agente causal. La confirmacién de P.
viciae y de E. pisi en el material muestreado se realizé mediante inspecciones histoldgicas
y observacion de las estructuras del patdgeno (Gilchrist-Saavedra et al., 2005). El
aislamiento de Ascochyta, se realizé a partir de tejido afectado en el medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar (PDA) (Oxoid®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US) siguiendo el
protocolo de Ortiz et al. (2011).

La evaluacién de las enfermedades se realizo en el tercio bajo, medio y alto de la planta
mediante el uso de escalas de severidad reportadas para las enfermedades de interés en
ambos experimentos. La escala de severidad propuesta por Torres et al. (2017) se utilizo
para el tizén por ascochyta donde: 0) sin evidencia visible de la enfermedad; 1) 0-3%; 2)
3-6%; 3) 6-12%; 4) 12-25%; 5) 25-50%; 6) 50-75% y 7) > 75% de tejido afectado. Mildeo

velloso se evalué siguiendo la escala reportada por Falloon et al. (1995) donde: 0) 0% de
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area foliar afectada; 1) 5%; 2) 10%; 3) 15%; 4) 20%; 5) 33%; 6) 46%; 7) 60%; 8) 73%; 9)
86% y 10) 100% de area foliar afectada. La severidad de mildeo polvoso se evalud
siguiendo la escala propuesta por Sun et al. (2016) donde: 0) hojas sin signos visibles, 1)
pocas colonias con una pelicula de crecimiento de micelio y micelio con poca esporulacion,
2) pocas colonias contables con evidente crecimiento de micelio y micelio con ligera
esporulacion, 3) colonias incontables con abundante crecimiento de micelio y micelio con
moderada a pesada esporulacion y 4) hojas afectadas totalmente cubiertas de micelio.
Posteriormente, para cada una de las enfermedades se determiné el indice de severidad
(DSI) usando la ecuacion 1 descrita por Chiang et al. (2017).

Ec. 1 DSI = Q. (nv)/V)

Donde, n es el nivel de afectacion segun la escala, v es el nUmero de plantas presentes

en cada nivel y V es el nUmero total de plantas evaluadas.

El &rea bajo la curva del progreso se la enfermedad (AUDPC) en cada tratamiento durante
el ciclo del cultivo, se determin6 siguiendo el método de integracion trapezoidal con la

ecuacion 2 (Campbell y Madden, 1990):

n—-1

Ec.2 AUDPC = {Z[(}’i + Yise1)/2] * (tigq — t;)

i=1

Donde n es el numero de evaluaciones, y; Yy y;+1 son los valores de la escala de severidad
presentados en cada tiempo de evaluaciony (t;,, — t;) corresponde al intervalo de tiempo

entre evaluaciones.

Adicionalmente, se evalud el area foliar afectada por Ascochyta spp. en cada tratamiento
para los dos experimentos. Para esto, se evaluaron diez hojas de la planta tomadas al
azar alos 80, 92 y 104 DDS (experimento 1) y a los 91, 98 y 104 DDS (experimento 2) en
etapa de floracion y maduracion de vainas. Las hojas muestreadas se llevaron al
laboratorio para el registro fotografico y posteriormente se calcul6 el area afectada usando
el programa de procesamiento de imagenes Java (Image J; National Institute of Mental

Health, Bethesda, MD, USA). Teniendo en cuenta el protocolo descrito por Pride et al.
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(2020), se determiné el valor del area foliar afectada con base en la diferencia entre el

area total de las hojas y el area foliar sana.

La eficacia de los tratamientos fue calculada teniendo en cuenta el DSI a los 104 DDI del
tratamiento control (0 Si + 0 F) con respecto a cada tratamiento, utilizando la ecuacion 3

descrita por Shabana et al. (2017).

0Si+0F)—(DSITx)
(DSIOSi+0F)

Ec. 3 Eficiencia (%) = [(DS’ ] + 100
Donde, (DSI 0 Si + 0 F) es el indice de severidad del tratamiento 0 Si + 0 F y DSI Tx

corresponde al indice de severidad del tratamiento para el cual se determina la eficacia.

2.3.5 Determinacion de variables fisiolégicas en plantas de arveja

Como variables de respuesta fisiologica de las plantas a los diferentes tratamientos se
evalud la conductancia estoméatica (gs), contenido relativo de clorofila y parametros de
fluorescencia de la clorofila (Phi2 y NPQt). La gs se estim6 con un porémetro portatil (SC-
1, METER Group Inc., EE. UU.) a partir de una hoja completamente extendida en la parte
media del dosel (Chavez-Arias et al., 2020). El contenido relativo de clorofila se determiné
con un clorofilémetro (AtLeaf, FT Green LLC Wilmington, US) en las mismas hojas donde
se determind la gs (Castro-Duque et al., 2020). Finalmente, se estim6 el rendimiento
cuantico del fotosistema Il (Phi2) y quenching no fotoquimico (NPQt) con un fluorimetro de
campo MultispeQ (Photosyng, Michigan, US) (Fernandez-Calleja et al.,, 2020). Las

mediciones se realizaron a los 87 y 120 DDS (experimento 1) y 84 DDS (experimento 2).

2.3.6 Parametros de crecimiento de la planta

Como variables de crecimiento y desarrollo, en cada tratamiento se evalué la tasa relativa
de crecimiento (TRC) y la altura de la planta. La TRC fue evaluada Unicamente en el
experimento 1. Para esto, desde los 43 hasta los 80 DDS se midi6 semanalmente la
longitud de una rama lateral de la parte media de la planta. Posteriormente, se calculé la

TRC mediante la ecuacion 4 descrita por Wang et al. (2014).

InNLTT2-LnLTT1
DM2-DM1

Ec. 4 TRC =
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Donde, LT T2 es la longitud de la rama (cm) en el tiempo 2, LT T1 es la longitud de la rama
(cm) en el tiempo 1y DM2 — DM1 son el numero de dias entre el muestreo 2 y el muestreo
1.

La altura de la planta (cm) fue evaluada Unicamente en el experimento 2. Se registro
manualmente con cinta métrica, tomando la longitud desde la base (nivel del suelo) hasta
el apice de la planta (Han et al., 2018). Las mediciones se registraron semanalmente desde
los 28 hasta los 104 DDS.

2.3.7 Concentraciéon de nitrato, calcio y potasio en savia y
concentracion foliar de silicio
Se muestrearon diez peciolos del tercio medio de la planta por parcela a los 120 DDS
(experimento 1) y 94 DDS (experimento 2). Para obtener la concentraciéon de NO3, Ca*?y
K* se realiz6 la extraccion de la savia con una prensa mecanica y la respectiva lectura se
realizé en un ionémetro para cada elemento (Horiba, Kioto, JA). Para la concentracion
foliar de Si, se recolectaron del tercio medio entre 30 a 40 hojas al azar por unidad
experimental, se dejaron secar a 65 °C por 72 h, se molieron y tamizaron y posteriormente
se determind la concentracion de Si por medio de andlisis colorimétrico utilizando 0,1 g de

tejido seco (Bueno et al., 2017).

2.3.8 Componentes de rendimiento del cultivo

A los 120 DDS en ambos experimentos se tomaron cuatro plantas por tratamiento para la
evaluaciéon de los componentes de rendimiento. En cada planta se evalu6 el nUmero de
vainas por planta, la longitud de las vainas (diez vainas), el nimero de granos por vaina
(diez vainas) y el peso de 1000 semillas en fresco (Melo y Ligarreto, 2010; Ejaz et al.,
2020). El rendimiento del cultivo se determiné siguiendo la ecuacion 5 descrita por Onder
et al. (2013).

(VP«NP)*NGV*P1000S
100.000

Ec.5 Rendimiento =
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Donde, VP es el nimero de vainas por planta, NP es el niUmero de plantas en un m? (6.6
plantas-m?), NGV es el nimero de granos por vaina'y P1000S corresponde al peso fresco
de 1000 semillas.

2.3.9 Disefio experimental y analisis estadistico

En el primer experimento los tratamientos consistieron en la aplicacién de Si (0, 75, 50 y
25%) y diferentes frecuencias de aplicacion de fungicidas (0, 25, 50, 75y 100%). En el
segundo experimento se realiz6é la aplicacion de Si acidulado (0, 25, 50 y 100%) y la
aplicacion de fungicidas segun el monitoreo y nivel de severidad de la enfermedad. Los
datos obtenidos fueron analizados siguiendo un disefio de parcelas subdivididas
(experimento 1) y bloques completamente al azar (experimento 2) donde cada tratamiento
considero cinco repeticiones (parcelas). El andlisis de datos de todos los experimentos se
realiz6 con el software Statistix v 9.0 (Software analitico, Tallahassee, FL, US) y sometidos
a un andlisis de varianza (ANOVA). Cuando se encontraron diferencias significativas (p <
0,05) de los tratamientos sobre la variable medida, se aplicé la prueba de Tukey para
comparacion de medias de los tratamientos. Finalmente, las gréficas se realizaron en el

programa SigmaPlot 12.0 (Systat Software, San Jose, CA, US).

2.4 Resultados

En los dos experimentos las plantas de arveja presentaron los sintomas caracteristicos
generados por Ascochyta spp., P. viciae y E. pisi. Estas enfermedades se observaron en
los diferentes tratamientos evaluados tanto con aplicaciones edaficas como foliares y en
los controles. Mediante observaciones al microscopio se confirmé la morfologia
caracteristica para cada género de los tres fitopatégenos blanco. Para el caso de las
manchas necréticas, circulares, color marrén de borde definido y presencia de anillos
concéntricos, se confirmd la presencia de picnidios color marrén oscuro, globosos, con su
ostiolo en la parte superior, con picnidiosporas hialinas de dos células, segun lo reportado
por Davidson (2012) y Padder et al. (2012). En medio de cultivo PDA se observaron
colonias de color blanco de aspecto algodonoso, crecimiento lento, micelio septado y la
formacion de clamidosporas pigmentadas, de color marrén oscuro, esféricas, dispuestas
en solitario o en cadena (Figura 2-1A-F), con lo cual se confirm6 a Ascochyta spp. como

el agente causal asociado a los sintomas mencionados anteriormente.
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La presencia de manchas cloréticas en el haz de las hojas y estructuras reproductivas en
el envés se asociaron con P. viciae. En cortes histolégicos de hojas afectadas se
observaron esporangioforos hialinos, delgados, rectos o ligeramente curvos, con
ramificaciones dicotdmicas y esporangios hialinos en la parte terminal del esporangioforo,
estructuras que coinciden con lo reportado por Soylu et al. (2020) (Figura 2-1G-l). La
presencia de E. pisi asociado a manchas blancas de aspecto polvoso tanto en el haz como
envés de las hojas se confirmd por la presencia de conidias unicelulares, basipetalas,
agrupadas en cadena, hialinas formadas sobre conidioforos cortos y simples, hialinos, y

cleistotecios de forma esférica, segun lo descrito por Parthasarathy et al. (2017) (Figura 2-
1J-L).
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Figura 2-1. Sintomas y signos de las enfermedades foliares que se presentaron en las
plantas de arveja variedad Vizcaya. A-B. Ascochyta spp. C. Picnidios de Ascochyta spp.
en tejido foliar. D. Picnidio de Ascochyta spp. en corte transversal de hoja (40x). E. Conidias
de Ascochyta spp. (40x) F. Clamidosporas de Ascochyta spp. en medio PDA (40x). G.
Sintomas ocasionados por Peronospora viciae. H. Detalle de la esporulacion de P. viciae
en hojas. |. Detalle de esporangioforos y esporangios de P. viciae en corte histologico
(40x). J. Manchas blanquecinas polvosas por Erysiphe pisi en hojas. K. Detalle
esporulacién de E. pisi. L. Corte histolégico de tejido de hoja afectada mostrando
estructuras tipicas de E. pisi (40x). Esporangios (s); esporangios con ramificaciones
dicotomicas (dr); conidias (c); cleistotecios en formacion (d). Barra de magnitud: A, G, J =
100 mm; B,H,K=5mm; C,D, |, L=50 um; E, F =50 um.

2.4.1 Experimento 1. efecto del silicio sobre el desarrollo de
enfermedades foliares y comportamiento agronémico del
cultivo de arveja

El resumen del andlisis de varianza del efecto de los tratamientos con Si mas fungicidas y

su interaccién con el desarrollo de enfermedades y la fisiologia de las plantas de arveja

para este experimento, se muestra en la Tabla 2-4. Mildeo polvoso se present6 al final del
experimento, por tanto, los datos no fueron representativos. Como resultado se encontrd
gue los tratamientos con Si incidieron en el desarrollo de las distintas enfermedades

evaluadas.



Tabla 2-4. Resumen del andlisis de varianza del efecto de las fuentes de silicio (basico o acidulado), su forma de aplicacion (edéfica o
foliar) y la frecuencia de aplicacion de fungicidas (0, 25, 75 y 100%) en el desarrollo de enfermedades foliares, variables fisioldgicas y

agrondémicas de plantas de arveja.

Fuente de variacion

Fuente de Forma - Fungicida x Fungicida x Forma x Fungicida x
o Fungicida
Silicio aplicacion Silicio forma Silicio forma x silicio

o Tercio bajo *x NS *x NS NS NS NS

Tizon  por
AUDPC ascochyta  rqycio medio NS NS xx NS NS * NS
Mildeo Tercio bajo NS *x *x NS NS NS NS
velloso Tercio medio NS * *x NS ** NS NS
indice de Tizon  por Terc?o baj0. *x NS ** NS NS o NS
severidad aspochyta Terc!o mgdlo NS NS *x NS o NS NS
(104 DDS) Mildeo Terc!o bajO. NS NS *x NS o NS NS
velloso Tercio medio NS * *x NS o NS NS
Area afectada por ascochyta (104 DDS) NS * *x NS NS NS NS
Eficacia Tizon por ascochyta *x NS * NS NS i NS
Tasa relativa de crecimiento (TRC) NS ** *x NS NS NS NS
Gs NS * * NS o NS NS
Fisiologfa SP.AD NS NS * NS NS NS NS
Phi2 NS * NS NS NS NS i
NPQt NS NS * NS NS NS NS
Concentracion  NO-3 * ** *x NS NS NS NS
de elementos Ca+2 NS NS NS NS NS NS NS
en saviay Si K+ NS *x *x NS NS NS NS
foliar Si+2 NS NS *x NS NS NS NS
Vainas por planta NS ** *x NS ** NS NS
Granos por vaina NS NS ** NS NS NS NS
Rendimiento Peso fresco de 100 semillas NS ** ** NS NS NS NS
longitud de vainas NS NS ** NS NS NS NS
Rendimiento de semillas NS NS ** NS ** NS NS

** indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05). NS, no significativo.



La enfermedad tizén por ascochyta se presenté desde las hojas més viejas hacia las méas
jovenes de la planta, por lo que el nivel de severidad (DSI) a los 104 DDS, fue mas alto en
el tercio bajo de planta (entre 2,76 a 3,76 para el tercio bajo y entre 0,63 a 1,60 en el tercio
medio). Las diferencias entre los tratamientos con distintas frecuencias de aplicacion y la
forma de aplicacion se representan en la Tabla 2-5. Con respecto a la aplicacion edafica o
foliar de Si, el DSI del tizon por ascochyta en el tercio bajo a los 104 DDS no presentd
diferencias significativas (p > 0,05) entre tratamientos. Sin embargo, en el tercio medio se
presentaron diferencias significativas, siendo el control positivo (0Si+100F) el de menor
DSl (0,63), seguido de los tratamientos 75Si+25F (edéfico) y 25Si+75F (foliar) con un valor

de 0,73 en los dos casos; el control negativo (0Si+0F) present6 el mayor DSI (1,60).

Tabla 2-5. indice de severidad (DSI) de tizon por ascochyta y mildeo velloso a los 104 DDS
en el tercio bajo y medio de la planta de arveja variedad Vizcaya con aplicaciones de silicio
edafico y foliar (0, 75, 50 y 25%) y diferentes frecuencias de aplicacién de fungicidas (0O,
25, 50, 75 y 100 %). Los datos presentados corresponden a las dos fuentes de silicio

acidulado y basico (ASi y BSi) segun la tabla 2-4.

_ Tizén por ascochyta Mildeo velloso
Tratamiento _ _ _ _ _ . . .
Tercio bajo  Tercio medio Tercio bajo  Tercio medio

Aplicacion edafica

0Si+0F 3,73 a 1,60 a 0,08 a 0,90 a
75Si+25F 2,85a 0,73 c 0,01b 0,64 b
50Si+50F 2,84 a 0,86 bc 0,06 b 0,70 ab
25Si+75F 2,76 a 0,79 bc 0,03 b 0,58 b
0Si+100F 2,78 a 0,63 c 0,03 b 0,63 b

Aplicacion foliar

0Si+0F 3,73 a 1,60 a 0,08 a 0,90 a
75Si+25F 3,09 a 1,18 b 0,06 b 0,89 a
50Si+50F 285a 0,84 bc 0,01b 0,81 ab
25Si+75F 2,85a 0,73 c 0,05b 0,76 ab
0Si+100F 2,78 a 0,63 c 0,03 b 0,63 b

Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo con la

prueba de Tukey (p < 0,05). Mismas letras, no significativo.
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En el caso de mildeo velloso, aunque se presentd desde las hojas mas viejas hacia las
mas jovenes, el nivel de severidad fue més alto en el tercio medio de la planta (entre 0,01
a 0,08 para el tercio bajo y entre 0,58 a 0,90 para el tercio medio). En el tercio bajo el DSI
solo present6 diferencias (p < 0,05) con respecto al control negativo 0Si+0F (0,8). En el
tercio medio, los tratamientos con Si edafico 25Si+75F, 50Si+50F y 75Si+25F presentaron
los valores méas bajos de DSI (0,58, 0,70 y 0,64 respectivamente) con relacién a los
tratamientos foliares 25Si+75F, 50Si+50F y 75Si+25F (0,76, 0,81 y 0,89 respectivamente);
el control negativo registro los valores més altos de DSI (0,90).

Para el caso del area bajo la curva del progreso de la enfermedad segun la severidad
(AUDPC) (Tabla 2-6), para el tizén por ascochyta se observaron valores mas altos en el
tercio bajo de la planta (entre 35,19 a 211,99 en el tercio bajo y entre 5,10 a 12,74 en el
tercio medio), y en el caso de mildeo vellloso los valores méas altos de AUDPC se
presentaron en el tercio medio de la planta (entre 2, 44 a 5,40 en el tercio bajo y entre 8,46
a 15,43 en el tercio medio). En el tercio bajo se presentaron diferencias significativas (p <
0,05) entre los tratamientos para las dos enfermedades. En este caso, las plantas del
control positivo (0Si+100F) tuvieron los valores mas bajos de tizén por ascochyta y mildeo
velloso (35,19 y 2,44 respectivamente), seguido del tratamiento 25Si+75F (45,83 y 3,85
respectivamente), esto con respecto al control negativo (0Si+OF) (211,99 y 4,92

respectivamente).

En el tercio medio de la planta también se presentaron diferencias significativas (p < 0,05)
entre tratamientos para estas dos enfermedades. En el caso de mildeo velloso se
observaron tendencias similares a las encontradas en el tercio bajo, sin embargo, el
tratamiento 25Si+75F registré el menor valor de AUDPC (8,46), seguido del control positivo
(0Si+100F) y los tratamientos 75Si+25F y 50Si+50F (9,18, 9,91 y 10,35 respectivamente);
el valor mas alto en este caso se presento en el control 0Si+0F (15,43). Con respecto al
tizon por ascochyta, los tratamientos 25Si+75F y 50Si+50F presentaron los menores
valores (5,10 y 5,46 respectivamente), seguido del control positivo (0Si+100F) y el
tratamiento 75Si+25F (6,20 y 6,80 respectivamente). El valor mas alto de AUDPC se

presenté nuevamente en el control negativo (12,74).
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Tabla 2-6. Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (AUDPC) con respecto a la
severidad de tizon por ascochyta y de mildeo velloso en el tercio bajo y medio de la planta
de arveja variedad Vizcaya con aplicacion de silicio (0, 75, 50 y 25%) y diferentes
frecuencias de aplicacion de fungicidas (0, 25, 50, 75 y 100%). Los datos presentados
corresponden a las dos fuentes de silicio acidulado y basico (ASi y BSi) y las formas de

aplicacion (foliar o edafica) segun la tabla 2-4).

. Tizdn por ascochyta Mildeo velloso
Tratamiento _ _ _ _ _ _ _ _
Tercio bajo Tercio medio  Tercio bajo Tercio medio

0Si+0F 211,99 a 12,74 a 4,92 ab 15,43 a
75Si+25F 54,89 b 6,80 b 4,30 ab 991b
50Si+50F 51,07 b 5,46 b 540 a 10,35b
25Si+75F 45,83 bc 510b 3,74 ab 8,46 b
0Si+100F 35,19¢ 6,20 b 2,44 b 9,18 b

Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos por tercio de

acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).

Con respecto al area foliar afectada (AFA) por Ascochyta spp. no se presentaron
diferencias significativas (p > 0,5) entre los tratamientos con aplicaciones de Siy el control
0Si+100F. Con respecto al control negativo (0Si+OF) se encontraron diferencias
significativas, siendo este Ultimo el que presenté el valor mas alto (1,41 cm?) (Figura 2-2A).
Por otro lado, en la eficacia se presentaron diferencias con respecto a la fuente de Si
aplicado, observandose una tendencia de mayor eficacia hacia el ASi con respecto al BSi.
La mayor eficacia de la aplicacién de Si ante la presencia del tizon por ascochyta se
observé en los tratamientos 50ASI+50F (25,84%), 25ASi+75F (24,98%) y 25BSi+75F
(23,96), con respecto a los tratamientos 75BSi+25F (16,04) y 50BSi+50F (21,29%), donde
se presentd el porcentaje de eficacia mas bajo. La eficacia del control con aplicacion de
fungicidas (0Si+100F) fue del 34,11% (Figura 2-2B).
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Figura 2-2. A. Area foliar afectada (cm?) por tizén por ascochyta en plantas de arveja
variedad Vizcaya tratadas con silicio (0, 75, 50 y 25%) y diferentes frecuencias de
aplicacion de fungicidas (0, 25, 50, 75y 100%). B. Eficacia de tratamientos bajo aplicacién
de silicio acidulado (ASi) y basico (BSi). Letras diferentes indican diferencias significativas

entre los tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).

El efecto del Si sobre la TRC y parametros fisiol6gicos a los 82 DDS se presentan en la
Tabla 2-7. El control negativo (0Si+0F) presentd un valor de 6,95 cm-cm™?.d* de TRC,
siendo el valor mas bajo. En este sentido, los tratamientos 25Si+75F y 75Si+25F
favorecieron la TRC, teniendo en cuenta que presentaron los valores de TRC mas altos
(11,96 y 11,25 cm-cm-d?, respectivamente), comparados con el tratamiento de aplicacién
Unica de fungicidas donde la TRC fue tan solo de 9,79 cm-cm™-d1. Sobre la conductancia
estomaética (gs), el valor mas alto se presentd en el control positivo 0Si+100F (340,55 mmol
m.s2), Los tratamientos con aplicaciéon de Si favorecieron la gs, aumentando esta en las
plantas de arveja con respecto al control negativo (255,46 mmol m?*-s?). En cuanto al
contenido relativo de clorofila (SPAD), se presentaron diferencias significativas (p < 0,05)
entre tratamientos. En los tratamientos en los que se suministré alguna concentracion de
Si se presentaron valores SPAD mas bajos (37,37, 38,57 y 38,11) con respecto a los
controles 0Si+0OF y 0Si+100F (39,68 y 40,84 respectivamente). Para el parametro de
fluorescencia NPQt, los tratamientos con Si presentaron los valores mas altos (1,09, 0,91

y 1,28) y los respectivos controles mostraron los valores mas bajos (0,64 y 0,77).
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Finalmente, para el parametro Phi2 no se presentaron diferencias (p > 0,05) entre los

tratamientos evaluados.

Tabla 2-7. TRC, gs, SPAD, Phi2 y NPQt de plantas de arveja a los 82 dias después de la
siembra bajo aplicaciones de silicio (0, 75, 50 y 25%) y diferentes frecuencias de aplicaciéon
de fungicidas (0, 25, 50, 75 and 100 %).

Tratamiento TRC Gs SPAD Phi2 NPQt
0Si+0F 6.95 b 255.46 d 39.68 ab 0.61 NS 0.64d
75Si+25F 11.25 ab 303.59 b 37.37c 0.56 NS 1.09 ab
50Si+50F 7.60 ab 272.47 cd 38.57 bc 0.57 NS 0.91 bc
25Si+75F 11.96 a 286.34 bc 38.11 bc 0.54 NS 1.28 a
0Si+100F 9.79 ab 340.55 a 40.84 a 0.61 NS 0.77 cd

Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo con
la prueba de Tukey (p < 0,05). NS, no significativo.

TCR - tasa relativa de crecimiento.

gs - conductancia estomética.

SPAD - contenido relativo de clorofila.

Phi2 — eficiencia del fotosistema II.

NPQt — quenching no fotoquimico.

La concentracion de elementos en savia como nitrato y potasio (Figura 2-3A, C),
presentaron diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos, siendo el tratamiento
75Si+25F en el que se encontrd un mayor contenido de estos elementos (373,13 'y 2925,00
mg L?! respectivamente). En contraste, los contenidos de calcio (Figura 2-3B), no
presentaron diferencias significativas (p > 0,05). En la Figura 2-3D se presenta la
concentracion foliar de Si, donde los tratamientos 75Si+25F, 50Si+50F y 25Si+75F
presentan el porcentaje méas alto (0,16%, 0,19% y 0,16%) a diferencia de los controles

donde la concentracion de Si fue de 0,11% y 0,12% respectivamente.
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Figura 2-3. Concentracién de nitratos, calcio y potasio en savia y concentracion de silicio
foliar en plantas de arveja tratadas con Si (0, 75, 50 y 25%) y diferentes frecuencias de
aplicacion de fungicidas (0, 25, 50, 75 y 100%). A. Nitrato (NO). B. Calcio (Ca*?). C.
Potasio (K*) y D. Silicio (Si*?). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los

tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05). NS, no significativo.

Las variables de rendimiento como vainas/planta, nimero de granos/vaina, peso fresco de
100 semillas, longitud de vainas y rendimiento/planta se presentan en la Figura 2-4A-B. El
namero de vainas/planta en los diferentes tratamientos con aplicacién de Si fue mayor con
respecto al tratamiento control 0Si+0F (34 vainas/planta) pero, menor al observado en el
control 0Si+100F (53 vainas/planta). Situacion similar se present6 en las variables peso
fresco de 100 granos y rendimiento, donde el valor mas bajo se registré en el control

0Si+0F (64 gy 5,12 t-ha!). Con respecto al niUmero de granos/vaina y longitud de vainas
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se presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05); sin embargo, el valor

promedio se mantuvo en 7 granos/vaina y 9 cm respectivamente entre los tratamientos

evaluados, excepto el control 0Si+OF donde se obtuvo 6,61 granos/vaina y 8,64 cm de

longitud. El aspecto y color de las vainas cosechadas en plantas bajo tratamientos de Si

fue similar a las obtenidas en las plantas con control quimico 0Si+100F (Figura 2-4C).

50Si+50F .

75Si+25F

—e— Vainas/planta
—v— Peso 100 granos

25Si+75F

0Si+100F

0Si+0F

50Si+50F .

75Si+25F °

—e— Granos/vaina
—o— Longitud vaina
—»— Rendimiento

25Si+75F B

0Si+0F
10

0Si+100F

0Si+ 100 F

Figura 2-4. Componentes de rendimiento en plantas de arveja variedad Vizcaya con

aplicacion de silicio (Si) (0, 75, 50 y 25%) y diferentes frecuencias de aplicacion de

fungicidas (0, 25, 50, 75 y 100%). A. Vainas por planta, peso fresco de 100 semillas (g).
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B. granos por vaina, longitud de vainas (cm) y rendimiento (t-ha). C. Vainas y granos de
arveja con Si acidulado y basico bajo aplicacion edafica (s) y foliar (f).

2.4.2 Experimento 2: aplicacion de Si acidulado y fungicidas
segun el nivel de severidad enfermedades foliares del cultivo
de arveja

En este experimento se presentaron las tres enfermedades, Ascochyta spp., mildeo
velloso causado por P. viciae y mildeo polvoso causado por E. pisi durante toda la etapa
del cultivo; sin embargo, el andlisis de datos no arrojo diferencias significativas (p > 0,05)
entre las variables de enfermedad evaluadas para mildeo velloso y mildeo polvoso. Para
el caso del tizon por ascochyta, el DSI a los 112 DDS y el AUDPC presentaron diferencias
significativas (p < 0,05) principalmente en el tercio bajo de la planta. De acuerdo con los
niveles de severidad, se realizaron en total cuatro aplicaciones de fungicidas para esta
enfermedad durante el ciclo del cultivo. Los tratamientos con aplicacién edéafica de Si no
presentaron diferencias significativas (p > 0,05) entre si, en el valor de AUDPC con
respecto al control 0Si+100F (139,16) (Tabla 2-8). El valor mas bajo de AUDPC se
present6 en el tratamiento foliar 50Si+50F (136,50), el cual no fue significativamente
diferente (p > 0,05) del control positivo (0Si+100F). En el control negativo (0Si+0F) se
observé el AUDPC mas alto (169,26) con diferencias significativas con respecto al resto
de los tratamientos evaluados. Con respecto a los valores de DSI a los 112 DDS (Tabla
2-8), los tratamientos control 0Si+0F y 0Si+100F presentaron los valores mas altos (5,56
y 4,76 respectivamente). El DSI méas bajo se presenté en el tratamiento edafico 25Si+75F
(4,20).
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Tabla 2-8. Desarrollo de tizon por ascochyta en plantas de arveja variedad Vizcaya bajo
aplicaciones de Si edafico y foliar (0, 75, 50 y 25%) y diferentes frecuencias de aplicacion
de fungicidas (0, 25, 50, 75y 100 %).

Tizén por ascochyta

Tratamiento DSI (112 Area foliar
AUDPC DDS) afectada Eficacia
Tercio Bajo  Tercio Bajo (cm?) (%)

0Si+0F 169.26 a 5.56 a 242a -
0Si+100F 139.16 b 4.76 ab 1.08b 14.28 NS
100Si+0F (edafico) 137.2b 4.68b 1.06 b 15.9 NS
50Si+50F (edéfico) 139.44 b 46Db 1.06 b 17.44 NS
25Si+75F (edéfico) 139.72 b 42Db 1.07b 24.57 NS
100Si +0F (foliar) 145.88 b 452b 1.16b 18.55 NS
50Si+50F (foliar) 136.5b 4.76 ab 0.96 b 14.44 NS
25Si+75F (foliar) 148.12 ab 472 b 1.07b 14.98 NS
50Si+50F (foliar+edafico) 146.86 ab 456 b 0.98 b 17.81 NS
25Si+75F (foliar+edafico) 147.28 ab 456 b 0.89b 17.92 NS

Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo a la

prueba de Tukey (p < 0,05). NS, no significativo.

Los resultados para el AFA por tizén por ascochyta se presentan en la Tabla 2-8. Para esta
variable, tratamientos con aplicacion de Si edafico, foliar o en combinacion no presentaron
diferencias significativas (p > 0,05) con respecto al control, pero si con respecto al control
negativo, el cual presenté el mayor valor de area foliar afectada (2,42 cm?). En la variable
eficacia de tratamientos no se registraron diferencias significativas (p > 0,05) entre los
diferentes tratamientos evaluados. Por lo tanto, los tratamientos 100Si+0F (al suelo o foliar)
0 en combinacién con fungicidas no se alejan de la eficacia en control de tizén por

ascochyta alcanzado en el control positivo (0Si+100F).

Variables de crecimiento como altura de la planta y fisiolo6gicas como fluorescencia (Phi2
y NPQt) a los 84 DDS y de rendimiento a los 105 DDS se presentan en la Tabla 2-9. El
crecimiento de la planta se vio favorecido en tratamientos con aplicaciones de Si y/o
fungicida, teniendo en cuenta que el control sin aplicaciones 0Si+0F present6 la menor
altura de la planta (86,54 + 2,40cm). Los tratamientos con aplicacion edafica de Si

25Si+75F y aplicacion combinada de Si (edéfica o foliar) 50Si+50F presentaron los valores
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mas altos (103,68 + 1,57 y 107,76 + 1,06 cm) con respecto a los demas tratamientos. En
los tratamientos 100Si+0F (edafico), 50Si+50F (edafico y foliar) y 25Si+75F (edéfico y
foliar) el pardmetro de fluorescencia Phi2 disminuy6 significativamente (p < 0,05), mientras
qgue para el NPQt se observaron los valores mas altos (1,36 + 0,26, 1,64 + 0,23y 1,77
0,67 respectivamente). Para estas variables, en los controles se observaron valores de
0,57 £ 0,02 y 0,60 £ 0,02 para Phi2 (0Si+0F y 0Si+100F respectivamente) y 1,28 + 0,28 y
0,81 + 0,08 en NPQt (0Si+OF y 0Si+100F respectivamente).

Tratamientos con aplicacion de Si edafico como 50Si+50F y 25Si+75F presentaron mayor
namero de vainas/planta, granos/vaina y longitud de vainas (cm) con respecto al control
con aplicacion de fungicidas (0Si+100F). El peso fresco de 100 granos (g) fue menor en el
tratamiento 25Si+75F (59,00+0,50 g), pese a esto los dos tratamientos mantienen el
rendimiento méas alto (12,71+1,88 y 10,85+1,84 t-ha') en comparacion con los controles
0Si+0F y 0Si+100F, donde se observaron valores de 7,18 + 1,50 y 10,39 + 2,50 t-ha*

respectivamente (Tabla 2-9).



Tabla 2-9. Efecto del silicio edafico y foliar (75, 50 y 25%) y diferentes frecuencias de aplicacion de fungicidas (0, 25, 50, 75y 100 %)

sobre variables fisiol6gicas y agronémicas del cultivo de arveja variedad Vizcaya.

Variables fisiol6gicas

Variables de rendimiento

Longitu
Tratamiento Altura de la Phi2 NPQt Vainas por Granos por fresssoloo d_oglle Rendimiento
planta planta vaina : vainas (t-hat)
semillas (g)
(cm)

0Si+0F 86.54+2.4 0.56+0.0ab 1.28+0.3ab 33.337.8 6.000.4 54.50+0.6 8.62+0.0 7.18+1.5
0Si+100F 93.44+2.0 0.60+0.0a 0.81+0.1b 38.3916.6 6.55+0.5 60.83+1.1 8.8910.1 10.39+2.5
100Si+0F (e) 89.762.3 0.53+0.0ab 1.36+0.3ab 34.28+0.7 6.40+0.1 62.000.6 8.93+0.1 9.05+0.1
50Si+50F (e) 97.84+1.8 0.59+0.0ab 0.87+0.1b 44.83+7.0 6.87+0.2 62.17+1.9 9.23+0.2 12.71+1.9
25Si+75F (e) 103.68+1.6 0.60+0.0a 0.79%0.2b 40.72+8.1 6.85+0.1 59.000.5 9.15+0.1 10.85+1.8
100Si +0F (f) 98.40+1.1 0.57+0.0ab 1.25+0.3ab 35.50+1.6 6.53+0.2 61.001.5 8.96+0.2 9.48+0.9
50Si+50F (f) 95.96+1.2 0.57+0.0ab 1.10+0.3ab 37.89+2.3 6.62+0.2 61.50+0.8 9.21+0.2 10.24+0.5
25Si+75F (f) 96.92+2.3 0.57+0.0ab 1.10+0.3ab 38.11+7.8 6.47+0.1 62.33t1.5 9.13+0.2 10.31+2.3
50Si+50F (f+e)  107.76+1.1 0.53+0.0ab 1.54+0.2ab 36.00+2.7 6.8610.4 62.830.7 9.15+0.1 10.25+0.4
25Si+75F (f+e) 94.20+1.7 0.47+0.0b 2.54+0.72 36.5045.7 6.48+0.1 60.83+7.6 8.99+0.1 9.64+1.7

Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).

+ indican el error estandar de los tratamientos.



2.5 Discusion

Los resultados obtenidos en plantas de arveja variedad Vizcaya confirman los efectos
positivos de la aplicacion de Si en el control de enfermedades. La aplicacion de Si (foliar o
edéfico) limitd el desarrollo del tizén foliar en arveja causado por Ascochyta spp.,
reduciendo el valor de AUDPC con respecto al control negativo (0Si+OF) en ambos
experimentos. Estos resultados, coinciden con lo reportado por Dann y Muir (2002),
quienes observaron una reduccién del 40 al 70% de lesiones ocasionadas por M. pinodes
en plantas de arveja cultivadas en dos tipos de sustrato con alto contenido de Si disponible
para las plantas. En frijol, la aplicacién foliar de Si también redujo el AUDPC de C.
lindemuthianum en un 23 y 34%, y la severidad disminuy6 en 32% con respecto a plantas
no tratadas con Si (Polanco et al., 2014; Rodrigues et al., 2015). Ademas, en ese mismo
estudio, la severidad de la mancha angular de la hoja de frijol causada por
Pseudocercospora griseola se redujo en un 30 a 42% en tratamientos con aplicacion de Si
(Rodrigues et al., 2010).

La severidad del tizén por ascochyta se redujo en tratamientos con aplicacion de Si edafico
y foliar, en comparacion con el control 0Si+0F. Los resultados de este estudio coinciden
con lo encontrado por Nolla et al. (2006) en plantas de soya cultivadas en suelo con alto
contenido de Si, donde la incidencia de manchas por Cercospora sojina fue menor en
comparacion con el control. Por otro lado, Hasan et al. (2020) observaron una reducciéon
de la severidad de la mancha chocolate causada por Botrytis fabae en plantas de haba con
aplicacion de nanoparticulas de Si. En fresa, la aplicacién foliar de Si redujo el desarrollo
de manchas causadas por Pestalotia longisetula (Carré-Missio et al., 2010); ademas, la
aplicacion de Si edafico y la combinacién edafico-foliar redujo el desarrollo del tizén foliar

causado por Phomopsis obscurans (Abd-El-Kareem et al., 2019).

La resistencia a enfermedades inducida por el Si también se ha relacionado con la
produccion e incremento de enzimas como la polifenoloxidasa (PPO), la peroxidasa (PO)
y fenilalanina amoniaco liase (PAL) en el hospedero, las cuales contribuyen a la activacion
de la biosintesis de metabolitos secundarios (Ng et al., 2020). En el presente estudio,
mildeo polvoso se presentd al final de los experimentos (84 DDS en el experimento 1y 91

DDS en el experimento 2). Sin embargo, la efectividad del Si ha sido ampliamente evaluada
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en enfermedades causadas por patdégenos obligados como mildeo polvoso causado por
Podosphaera xanthii en zucchini (Savvas et al., 2009), calabaza (Lepolu-Torlon et al.,
2016) y melon (Dallagnol et al., 2015), Erysiphe cichoracearum en arabidopsis, donde se
observo la inhibicion de la incidencia y severidad de la enfermedad con incorporacion de
Si al material de siembra (Ghanmi et al., 2004).

El desarrollo de mildeo velloso causado por el oomycete P. viciae en arveja se redujo por
la aplicacion de Si foliar o edéfica reduciendo los porcentajes de severidad y los valores
de AUDPC, lo cual coincide con lo reportado por Nolla et al. (2006) en soya con la
aplicacion de Si edafico, la cual redujo la severidad de mildeo velloso causado por
Peronospora manshurica. En mijo comun, la aplicacion de Si en forma de diéxido de silice
(SiOy) tanto foliar como edéfico, también redujo la incidencia e indice de severidad de
Sclerospora graminicola (Deepak et al., 2008). En lechuga, la aplicacién de silicato de p
redujo el nivel de severidad de Bremia lactucae, sin embargo, este resultado estuvo
relacionado con la adicién de NaCL para mejorar la conductividad eléctrica de la planta
(Garibaldi et al., 2012). En pimiento, la incorporacion de Si al sustrato redujo, ademas, la

severidad del tizén causado por Phytophthora capsici (French-Monar et al., 2010).

Los valores de AUDPC de las tres enfermedades evaluadas de arveja con aplicacién foliar
0 edafica de Si fueron similares, sin embargo, la eficacia de la aplicacién edéfica de silicio
fue mayor en contraste con las aplicaciones foliares. Estos resultados, pueden ser
atribuidos al modo de accién del Si en sus diferentes formas de aplicacion. En melén y
pepino, la aplicacion edéfica de Si redujo la severidad de mildeo polvoso ocasionado por
P. xanthii, teniendo en cuenta que la planta absorbe el Si por la raiz y este es transportado
y depositado en las partes aéreas de la planta, inhibiendo la colonizacién del patégeno
(Liang et al., 2005; Dallagnol et al., 2015). En pepino, ademas, la aplicacion de Si a la raiz
mejoré la actividad de quinasas, peroxidasa (POD) y PPO, situacion atribuida a la
estimulacion del Si en el mecanismo y biosintesis de lignina en la pared celular; sin
embargo, esto solo se observd en presencia de P. xanthii (Liang et al., 2005). De acuerdo
con Rodrigues et al. (2015) y Ng et al. (2020), el Si depositado en la superficie de la hoja
forma una capa superficial que actiia como barrera fisica a través del recubrimiento de las

hojas y formacion de una doble capa cuticular.

En este estudio, la mezcla Si con fungicidas, redujo el desarrollo del tizon foliar por

ascochyta; sin embargo, el control positivo (0Si+100F) fue mas eficiente (34%) en el
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experimento 1. Este resultado contrasta con lo reportado en frijol y fresa, donde la
aplicacion combinada de Si y fungicidas mejoro la eficacia de aplicacion de los fungicidas
en el control de C. lindemuthianum y P. aphanis y la eficacia de la aplicaciéon Unica de
fungicidas fue la menor (Polanco et al., 2014; Liu et al.,, 2020). Sin embargo, en el
experimento 2, el control positivo (aplicacion Unica de fungicidas) presento la tendencia de
valores de eficacia mas bajos (14,28%) sin diferencias estadisticas con respecto a los

demas tratamientos.

Los tratamientos en arveja variedad Vizcaya con diferentes frecuencias de aplicaciéon de
Si favorecieron parametros de crecimiento y fisioldgicos de la planta, aumentando la TRC,
altura de la planta y conductancia estomatica (gs), en comparacién con el control 0Si+0F.
Resultados similares fueron reportados en plantas de lupino y frijol, donde la
implementacion de cal (diatomita) en el sustrato de siembra favorecié la gs (Zuccarini 2008;
Abdalla, 2011a). En soya, ademas incremento el contenido de clorofila a y b (Hussain et
al., 2021a; 2021b). En plantas de haba, la aplicacion foliar favorecié el contenido de
unidades SPAD y la gs (Hafez et al., 2021), al igual que el contenido de clorofila total en
trébol de alejandria con aplicacion de diatomita en el sustrato de siembra (Abdalla, 2011b).
Por otro lado, en tratamientos con Si los valores de NPQt fueron més altos con respecto al
control 0Si+0F y control quimico (0Si+100F), lo que indicaria que la aplicacion de Si no
contribuy6 a mantener las propiedades Opticas del tejido foliar bajo la infeccion del
patégeno (Bueno et al., 2017).

En el presente estudio, la aplicacién de Si favorecio la concentracion de elementos como
NO2 y K*, resultados similares fueron obtenidos por Etesami y Jeong (2018), quienes
encontraron que el Si en forma de metasilicato de sodio en cultivos de frijol caupi y trigo
mejord la absorcién, nodulacién y fijacion de N.. Este efecto se vio reflejado con el
incremento del contenido de N, la disponibilidad de K* y los niveles de Ca*?, situacion
atribuida a la disminucién de la permeabilidad de la membrana plasmatica e incremento de
H* - ATPasa en la membrana plasmatica en presencia del Si. Sin embargo, la
concentracion de Ca*? en plantas de arveja no presento diferencias significativas (p > 0,05)
entre tratamientos con o sin aplicacion de Si, o que coincide con lo observado en soya,
donde la aplicacion foliar de Si no afect6 el contenido nutricional de la planta manteniendo
los rangos considerados para el cultivo (Crusciol et al., 2013). La acumulacién y absorcion

de Ca depende de la planta, condiciones experimentales, condiciones de estrés y cantidad
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de Si suministrada, sin embargo, la baja o no acumulacién de Ca, puede estar también
relacionada con la reduccion de la transpiracion causada por la deposicion de Si en las

hojas (Pavlovic et al., 2021).

En el presente estudio, un incrementé de la concentracion de Si en el tejido foliar de la
planta de arveja se observé en tratamientos con alguna aplicacion de Si, en comparacion
a los tratamientos 0Si+0F y 0Si+100F. Etesami y Jeong (2020), reportan que la aplicacion
de Si edéfico tiende a tener una mayor favorabilidad en la reduccién de enfermedades
foliares, incremento en el crecimiento vegetal, la fisiologia y el rendimiento de la planta, lo
gue puede estar asociado a que el Si absorbido por la raiz genera alteraciones en la
arquitectura del sistema radicular, mejorando la absorcion y transporte de agua y nutrientes
en la planta. En el patosistema soya — P. pachyrhizi, la aplicacion de Si edéfico y foliar
aumento la concentracién de este elemento, sin embargo, la concentracién fue mayor en
tratamientos edaficos (Lemes et al.,, 2011). Contrario a esto, Haroon et al. (2020)
encontraron un mayor contenido de Si en tratamientos bajo aplicacién foliar y no edéfica
en el patosistema cebolla — Alternaria porri. En soya, frijol y mani, también se ha reportado
gue la aplicaciéon foliar de Si aumenta su contenido en las hojas (Crusciol et al., 2013).
Estos resultados confirman que la concentracién de Si en el tejido foliar de la planta
aumenta bajo la aplicacion de Si, sin embargo, la forma de aplicacién tiene un efecto

variable dependiendo posiblemente de la especie de planta y de las condiciones del cultivo.

Los resultados obtenidos mostraron que el peso fresco de vainas y granos presentaron
diferencias estadisticas por la aplicacion de Si edafico o foliar o bajo la aplicacién conjunta
de Si-fungicida, en comparacién al control 0Si+0F donde se present6 el rendimiento mas
bajo. Por lo anterior, los resultados obtenidos muestran que la sustitucion de aplicacion de
fungicidas de sintesis quimica por Si durante el ciclo del cultivo de arveja podria contribuir
al rendimiento. Esto coincide con Merwad et al. (2018), quienes demostraron que la
aplicacion de Si en diferentes dosis aumenta el peso fresco de vainas, materia seca y
semillas de arveja; ademas, encontraron un incremento del peso de los granos hasta en
un 97%. En soya, frijol y mani el Si también aumento el rendimiento en términos del nimero
de vainas por planta (Crusciol et al., 2013). En fresa, la aplicacién combinada de Si edafico
o foliar favoreciod el rendimiento y produccion de las plantas (Abd-El-Kareem et al., 2019).
Lemes et al. (2011) atribuyeron el aumento del rendimiento de las plantas tratadas con Si
a factores como incremento del crecimiento de estas, equilibrio nutricional y resistencia

mecéanica a enfermedades generadas por el Si.
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Con relacion a la aplicaciéon de Si y fungicidas, la mezcla de fungicidas—Si, redujo el
desarrollo del tizén foliar por Ascochyta; sin embargo, el tratamiento de solo fungicida
mostré los mayores valores de eficiencia en el control de la enfermedad. Polanco et al.
(2014) reportaron que el control de C. lindemuthianum con azoxistrobin fue mas eficiente
en la reduccion de la enfermedad en comparacién a la aplicacion de solo Si. Lopes et al.
(2014) observaron en café un comportamiento similar en la interaccion Si - triadimenol, el
cual presenté una menor severidad en el desarrollo de H. vastatrix agente causal de la
roya del café. Resultados similares son reportados por Resende et al. (2012) en la
interaccion Si - fungicida en el control de la antracnosis ocasionada por C. sublineolum en
sorgo. Estos resultados concuerdan con lo encontrado en la presente investigacion en la

interaccion Si - fungicidas en el control de enfermedades foliares en arveja.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la aplicacién de Si en el
cultivo de arveja variedad Vizcaya contribuye a la reduccion de los niveles de las
principales enfermedades foliares del cultivo. Estos resultados son un avance en la
busqueda de alternativas para el manejo de patégenos limitantes del cultivo y muestran
gue es posible reducir el numero de aplicaciones de fungicidas hasta en un 50% sin afectar
el rendimiento. Si bien se encontré un efecto positivo de las aplicaciones de Si en la
reduccion de los niveles de enfermedades foliares, es necesario profundizar en los
mecanismos de activacion génica y vias de sefalizacion que involucran Si y que
promueven el efecto observado. Asi mismo, se debe determinar el efecto de la aplicacion
de Si sobre las caracteristicas de la cuticula de la hoja, formacién de papilas, y acumulacién
de compuestos antifungicos, que limitan la penetracién y colonizacién de patbégenos. Lo
anterior, permitird profundizar en el conocimiento del efecto positivo de la aplicacion de Si

en arveja encontrado en este estudio.

2.6 Conclusiones

e El uso del Si edéfico o foliar puede ser considerado como una estrategia en el
manejo de enfermedades foliares de arveja, con reducciones en el nimero de

aplicaciones de fungicidas sin afectar el rendimiento de la planta.
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Con Si acidulado se encontré6 una mayor eficacia en la reduccién de tizon por

ascochyta en arveja variedad Vizcaya.

La aplicacién de Si edafico acidulado y fungicidas segun la severidad de la
enfermedad, permitié reducir el numero de aplicaciones de fungicidas hasta un

50%, sin afectar el rendimiento del cultivo de arveja.
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3. Discusion general

En el cultivo de arveja, las enfermedades foliares causadas por Ascochyta spp. P. viciae y
E. pisi se han convertido a nivel mundial en la principal limitante en las areas de produccion.
Dentro de estas, el tizén por ascochyta es la que presenta mayor relevancia, dado que son
patdégenos necrétrofos que secretan enzimas y toxinas que degradan las células del tejido
de la planta hospedera (Tivoli et al., 2007; Morkunas et al., 2013; Barilli et al., 2016). Esta
enfermedad estd conformada por un complejo que involucra las especies A. pisi, M.
pinodes y P. pinodella, las cuales pueden afectar conjuntamente una misma planta (Liu et
al., 2016; Sisi¢ et al., 2022). El manejo de enfermedades del cultivo en Colombia se enfoca
principalmente en el uso de insumos de sintesis quimica. Algunas investigaciones han
evaluado practicas de manejo como el control biolégico (Torrado-Martinez et al., 2020),
variedades moderadamente resistentes (Valencia et al. 2012; Checa-Coral et al., 2020) y
el uso de bioestimulantes (Rouphael y Colla, 2020). Sin embargo, a pesar de los efectos
positivos de los bioestimulantes en el control de fitopatégenos hasta donde se conoce, el
efecto del Si sobre enfermedades en el cultivo de arveja en Colombia no ha sido estudiado.
En esta investigacion, se evidencio el efecto negativo del Si sobre el crecimiento micelial
de Ascochyta spp. en condiciones in vitro, y sobre el desarrollo de las enfermedades
foliares, tizén por ascochyta y mildeo velloso, ademas, se demostré el efecto positivo sobre

la fisiologia de la planta de arveja.

La reduccién del crecimiento micelial (in vitro) de Ascochyta spp. fue el primer efecto
observado cuando el Si fue incorporado al medio de cultivo. Este efecto puede estar
explicado debido a que el Si genera una reduccién en la presion de turgencia de las células
del patégeno, lo que a su vez conlleva a un colapso y contraccion de hifas, asociadas
posiblemente a la formacion de cavidades dentro de las células y engrosamiento anormal
de la pared celular (Yadav y Bains, 2021). La evaluacién del efecto del Si sobre
enfermedades de plantas causadas tanto por patégenos foliares como de suelo es amplia;
sin embargo, predominan los estudios sobre patdgenos de suelo como Rhizoctonia solani
y Fusarium solani (Abd-El-Kareem et al., 2019), F. oxysporum f. sp. cucumerinum (Zhou et
al., 2018) y F. oxysporum f. sp. fragariae (Shen et al., 2010). Estudios sobre biotrofos y
necrétrofos (Wang et al.,, 2017; Song et al., 2021) también se han publicado, lo cual

muestra el amplio espectro de enfermedades para las cuales el Si puede tener aplicacion.
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Bajo condiciones de invernadero, también se observé el efecto de las dos fuentes de Si
(acidulada y bésica) sobre el desarrollo de la enfermedad causada por dos aislamientos
de Ascochyta spp. inoculados en las plantas de arveja. En ambos casos, el efecto del Si
fue similar, aunque el efecto del Si de pH basico (BSi) no fue significativamente diferente
al observado con el producto de pH acido (ASi). La efectividad del Si bajo estas
condiciones puede estar relacionada con la posible acumulacién del Si en el tejido de
plantas y a su vez provocar el aumento de las proteinas PR, quinasas y B-1-3-glucanasa
(Dann y Muir, 2002), las cuales estan asociadas con la defensa de las plantas ante
patdégenos necrotréficos como Ascochyta spp. (Song et al., 2021). En el estudio realizado
por Dann y Muir (2002) en arveja, lesiones ocasionadas por M. pinodes en plantas de
arveja también fueron menores en tratamientos con Si en comparacion a tratamientos
control. Estos dos trabajos confirman el potencial del uso de Si para el manejo de

patdgenos asociados al tizon por ascochyta.

En condiciones de campo en dos ciclos de cultivo, los resultados confirmaron el efecto
positivo observado a nivel in vitro e in vivo del Si sobre el desarrollo de enfermedades el
tizon foliar por ascochyta en arveja. Bajo condiciones de cultivo semi-comercial, la
aplicacion de Si limité el desarrollo del tizon por ascochyta, mildeo velloso y mildeo polvoso.
La aplicacion edafica tuvo tendencia a presentar un mayor efecto sobre las aplicaciones
foliares. Lo observado en campo coincidié con resultados reportados para enfermedades
foliares en otras especies leguminosas; en soya la severidad de Cercospora sojina fue
menor en plantas cultivadas en suelo con alto contenido de Si (Nolla et al., 2006). En frijol,
Polanco et al. (2014) y Rodrigues et al. (2015) reportaron reduccion de los valores de
AUDPC de C. lindemuthianum en un 23y 34% y la severidad de la enfermedad en 32%
en plantas bajo aplicacion foliar de Si con respecto a plantas control sin Si. Resultados
similares se observaron con el patosistema haba — Botrytis fabae bajo aplicacion de
nanoparticulas de Si (Hasan et al., 2020). Los resultados encontrados estan posiblemente
relacionados con la acumulacion del Si en la planta y formacion de barreras fisicas en el
tejido foliar que inhiben la penetracion de los patégenos, ademas de incrementar la
actividad enzimatica y compuestos fenélicos involucrados en la defensa de la planta (Abd-
El-Kareem et al., 2019).

Los tratamientos en arveja variedad Vizcaya con diferentes frecuencias de aplicacion de
Si favorecieron parametros de crecimiento como la TRC y altura de la planta, y parametros

fisiolégicos como la temperatura de la hoja y gs. El efecto observado se puede asociar al
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aumento de la absorcion y transporte de agua y nutrientes en la planta; ademas de
favorecer la actividad de enzimas antioxidantes, fotosintesis y relaciones hidricas (Hafez
et al., 2021; Verma et al., 2021). En legumonsas tratadas con fuentes de Si como soya, la
tasa fotosintética, gs y contenido de clorofila aumentaron en comparacion a plantas sin Si
(Hussain et al., 2021b). Al igual que en plantas de lupino y frijol, donde se vio el incremento
de la gs (Zuccarini 2008; Abdalla, 2011a). En plantas de haba, la aplicacion foliar favorecié
el contenido de unidades SPAD y gs (Hafez et al., 2021), como también, el contenido de
clorofila total en trébol de alejandria con aplicacion de diatomita en el sustrato de siembra
(Abdalla, 2011b).

La aplicacion de Si en este estudio, favorecié la concentracion de elementos como NO3,
K*y Ca*? en savia y Si en el tejido foliar. Lo que puede estar asociado a la disminucién de
la permeabilidad de la membrana plasmatica e incremento de H* - ATPasa en presencia
del Si (Etesami y Jeong, 2020). En el patosistema soya — P. pachyrhizi, la aplicacién de Si
edéfico y foliar aumenté la concentracion del mismo en las hojas, sin embargo, la
concentracion fue mayor en tratamientos edéaficos (Lemes et al., 2011). Contrario a esto,
Haroon et al. (2020) encontraron un mayor contenido de Si en tratamientos bajo aplicacion
foliar y no edéfica en el patosistema cebolla — Alternaria porri. En trigo — B. graminis f. sp.
tritici la aplicacién edafica o foliar de Si también aument6 la concentracion de este
elemento, y la mayor la concentracion se observé en tratamientos edaficos (Guével et al.,

2007), al igual que en lo reportado por Cacique et al. (2013) en arroz - P. oryzae.

La calidad y rendimiento del cultivo se vieron favorecidos con la aplicacién de Si con
respecto al control 0Si+0F. Como lo reporta Crusciol et al. (2013) en soya, frijol y mani bajo
la aplicacion de Si. EI aumento del rendimiento en plantas tratadas con Si es atribuido a
un mejor desarrollo del sistema radicular y por ende mayor absorcién de agua y nutrientes
(Etesami y Jeong, 2020), lo que a su vez resulta en el incremento del crecimiento de las

plantas, equilibrio nutricional y resistencia mecanica a enfermedades (Lemes et al., 2011).

El manejo de enfermedades foliares del cultivo de arveja con aplicacion de Si edéafico y
foliar interviene en el desarrollo y crecimiento de los patégenos, sin disminuir el rendimiento
de las plantas con respecto al tratamiento control 0Si+OF. Por lo cual, los resultados
obtenidos muestran que la reduccién de aplicaciones de fungicidas de sintesis quimica

durante el ciclo del cultivo de arveja es posible para el manejo de las principales



81

enfermedades, sin reducir el rendimiento del mismo. Los resultados de campo mostraron
valores eficacia de la aplicacién de Si para el control del tizon por Ascochyta en niveles
cercanos a los alcanzados bajo la aplicacién de fungicidas de sintesis, lo que muestra su
uso potencial en programas de manejo de enfermedades del cultivo de arveja.
Adicionalmente, este estudio mostr6 la utilidad del manejo de las enfermedades foliares
del cultivo segun su nivel de severidad y con esto la posibilidad de optimizar el manejo
evitando la aplicacion calendario de fungicidas. Si bien los resultados obtenidos mostraron
el potencial de la aplicacion de Sl en el cultivo de arveja, el desarrollo de este trabajo
muestra la necesidad de profundizar sobre el efecto del Si sobre variables fisiolégicas de
la planta y del cultivo y su evaluacion en diferentes condiciones de cultivo.



4.Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

Las conclusiones de esta investigacion se presentan de manera diagramatica en el siguiente esquema:

Arveja, silicio y enfermedades foliares causadas
por Ascochyta spp., P viciae y E. pisi

Crecimiento 0=Si=0 { -
micelial +® . |
¥ ~ 14 : G
————— PR
’ N
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Recomendaciones

Como producto del desarrollo de este trabajo se plantean las siguientes recomendaciones
con el fin de profundizar en el estudio del Si en arveja y su potencial aplicacién en el majeo
integrado del cutlivo.
e Evaluar un mayor numero de concentraciones de Si sobre el desarrollo de
enfermedades foliares, en otras variedades y zonas productoras.
¢ Determinar el costo beneficio del uso de Si en el cultivo de arveja.
o Evaluar el uso del Si en combinacion con otros bioproductos en el desarrollo de
plantas de arveja bajo estrés bidtico.

e Evaluar el efecto del Si sobre otros patdégenos asociados al cultivo de arveja.
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