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RESUMEN EJECUTIVO

Con el proposito de evaluar el efecto del aceite de canela (Cinnamomun zeylanicum Blume)
sobre Botrytis cinerea Pers. in vitro e in vivo. En en los laboratorios BIONIKA, ubicado en
la ciudad de Quito. El factor en estudio fue las dosis de aplicacion del producto comercial
CINAMON, con este propdsito, se prepararon diluciones de 0.2, 0.3, 0.4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8,
0,9, 1.0, 1,2, 1.3, 1.4 ml L. La concentracion del fitopatégeno fue de log 6, tanto en los
ensayos en in vivo como en in vitro, ademas se empled un testigo absoluto (sin aplicacion de
aceite de canela) y de un testigo positivo con la aplicacion de un funguicida cuyos

ingredientes activos son Ciprodinil+Fludioxonil.

Los tratamientos investigados fueron 14, tanto in vitro como in vivo. Estadisticamente se
aplicé un disefio de bloques completamente al azar (DBCA) con 4 repeticiones, se
efectuaron analisis de varianza y pruebas significativas Tukey al 1%, para los tratamientos
que demostraron significacion estadistica. Para el aislamiento de B. cinerea, se aplicé la
metodologia desarrollada en el laboratorio Bionika y que implica las siguientes fases:
extraccion, identificacion del hongo y purificacion.

Las variables respuesta fueron: la germinacién de conidias de Botrytis cinerea Pers., El
proceso de evaluacion se inicid luego de 12 horas de inoculacién, la toma de datos se efectu6
cada 2 horas; para los calculos correspondientes se aplicé la formula propuesta por Cafiedo y
Ames, y modificada por Falconi: % GC=(numero de conidias germinadas/nimero total de
conidias)* 100; la velocidad de crecimiento del tubo germinativo (vctg), se midi6 a
intervalos de 4 horas, previo a la inoculacion de 24 horas y se aplico la formula propuesta
por Arango et. Al. y modificado por Falconi: vctg (mm/d) = crecimiento tubo germinativo
(mm)/ horas de incubacion; los modos de accion se determinaron organograficamente por

medio de Cito Histoquimica.

La evaluacion del efecto del aceite de canela en el fitopatégeno determiné que la mejor dosis
fue de 1.4 ml x L ya que inhibid el crecimiento del hongo y su proliferacion en in vitro e in
vivo. En el establecimiento para determinar la dosis de aceite se realizd un previo ensayo con
dosis de 0.25 ml x L%, 050 ml x Lty 1.0 ml x L™ Los resultados del test in vivo, se
analizaron organograficamente los potenciales sitios de accion, y su efecto por los
ingredientes activos del aceite de canela CINAMON®. En este caso los efectos se

evidenciaron a partir de la dosis 1.0 ml x L™ hasta 1.4 ml x L.

Palabras claves: aceite de canela, CINAMON, Botrytis cinerea Pers, rosa.
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SUMMARY

To evaluate the effect of cinnamon oil (Cinnamomum zeylanicum Blume) on Botrytis
cinerea Pers. In vitro and in vivo. In the BIONIKA laboratories, located in the city of Quito.
The factor under study was the application doses of the commercial product CINAMON, for
this purpose, dilutions of 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0 were prepared, 1,2, 1.3, 1.4
ml L-1. The concentration of the phytopathogen was log 6, both in the in vivo and in vitro
tests, in addition an absolute control (without application of cinnamon oil) and a positive
control with the application of a commercial fungicide (Ciprodinil + Fludioxonil)

The treatments investigated were 14, both in vitro and in vivo. Statistically, a completely
randomized block design (DBCA) with 4 replications was applied, analysis of variance and
Tukey significant tests were performed at 1%, for the treatments that showed statistical
significance. For the isolation of B. cinerea, the methodology developed in the Bionika
laboratory was applied and involved the following phases: extraction, identification of the

fungus and purification.

The response variables were: the germination of conidia of Botrytis cinerea Pers., The
evaluation process was started after 12 hours of inoculation, the data collection was made
every 2 hours; for the corresponding calculations, the formula proposed by Cafiedo & Ames
was applied, and modified by Falconi: % GC = (number of germinated conidia / total
number of conidia) * 100; the germinative tube growth rate (vctg) was measured at intervals
of 4 hours, prior to the 24-hour inoculation, and the formula proposed by Arango et. Al. And
modified by Falconi: vctg (mm / d) = germ tube growth (mm) / hours of incubation; the

modes of action were determined organographically by means of Cytohistochemistry.

The evaluation of the effect of cinnamon oil on the phytopathogen determined that the best
dose was 1.4 ml x L-1 since it inhibited the growth of the fungus and its proliferation in vitro
and in vivo. In the establishment to determine the oil dose, a previous test was carried out
with doses of 0.25 ml x L-1, 0.50 ml x L-1 and 1.0 ml x L-1. The results of the in vivo test
were analyzed organographically the potential sites of action, and their effect by the active
ingredients of the cinnamon oil CINNAMON ©. In this case the effects were evidenced from
the dose 1.0 ml x L-1 up to 1.4 ml x L-1.

Keywords: cinnamon oil, CINAMON, Botrytis cinerea Pers, rose.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Los sectores floricolas en el Ecuador constituyen uno de los rubros mas importantes
dentro de las exportaciones, dada la importancia de estos cultivos para la economia
nacional, los productores ciclo a ciclo procuran mejorar las técnicas del cultivo, con
el fin de satisfacer los requerimientos de la diversidad de variedades. Por ello, es
importante realizar un adecuado manejo del cultivo y control fitosanitario
programado, debido a que son varios los problemas que afectan a los rosales, que, al
encontrarse bajo condiciones de invernadero, potencializan a la aparicién de plagas y
enfermedades las cuales provocan mayores pérdidas econdmicas, entre ellas se
pueden destacar: Botrytis cinerea, Sphaeroteca sp. y Peronospora sp. entre otras. Por
esta razon los diversos productores cuentan con programas de control fitosanitarios,
considerando el tiempo de aplicacion, dosificacién, y frecuencia de rotacion (lza y
Lincango, 2018),(Espinoza y Rene, 2016).

Las rosas ecuatorianas tienen como principales mercados a Estados Unidos,
Alemania, Rusia, Italia y Canada, en menor cantidad se exporta a Francia, Argentina
entre otros paises. Por su crecimiento vertiginoso se ha convertido en una de las
fuentes mas importantes para la generacion de empleos. Una de las principales
amenazas fitosanitarias que tienen las rosas de exportacion es; Botrytis cinerea,
hongo que ataca principalmente a las estructuras aéreas de la planta, generando
micelios de color pardo esto provoca que la flor no se abra, el mayor dafio sucede
durante el almacenamiento o en el transporte por la alta humedad presentada en estos

sitios (Gonzélez, Leon, Molina, y Vera, 2018).

Con estos antecedentes en los sistemas productivos de Rosas. Se estan buscando y
aplicando de estrategias de control bioldgico a través de diferentes tipos de
microorganismos que reducen el riesgo de resistencia del patégeno (Bautista,
Barbosa, y Uribe, 2016).

Botrytis cinerea Pers.., es un hongo fitopatdgeno denominada “podredumbre gris”,
con gran importancia en el sector agricola de numerosos paises, (Heard et. al.,2015).

Es el agente causal de la “podredumbre gris” en numerosas especies de plantas,

15



como la vid, la fresa, la frambuesas y flores entre ellas rosas (Van Kan, Shaw, y
Grant-Downton, 2014).

El control de esta enfermedad depende principalmente de las aplicaciones frecuentes
de fungicidas. La evolucién de B. cinerea Pers. cred resistencia a diferentes clases de
fungicidas, en consecuencia, los productores deben cambiar su estrategia de control y
utilizar mezclas de fungicidas y alternativas con diferentes modos de accién
(Wenyong, Yu, Weichao, y Changjun, 2015).

La resistencia del patdgeno puede ser monogeénica o poligénica, las cuales estan
determinadas por el grupo quimico y el modo de accion de los fungicidas, (Iza y
Lincango, 2018)

El uso de compuestos vegetales con actividad antimicrobiana pueden ser alternativas
viables a la aplicacién de fungicidas sintéticos para el control de patégenos que
atacan a los cultivos. La actividad de los extractos podria atribuirse a compuestos
fendlicos conocidos por poseer altos niveles de actividad antimicrobiana, la
composicion fenolica de los extractos puede tener una importancia peculiar para la
eficacia antimicrobiana, debido a la estructura de cada compuesto fenolico (Gatto,
Ippolito, Sergio y Di Venere, 2016),(Schumacher et al., 2015).

Ademas, estudios sobre aceites esenciales, que son liquidos viscosos semivolatiles,
obtenidos de material vegetal como hierbas, flores, hojas, semillas, ramas, y cortezas
entre otros demostraron gque sus componentes quimicos han ganado un creciente
interés, debido a su posible uso como antimicrobianos, antifingicos y antioxidantes.
Un ejemplo de ellos, es el aceite esencial de canela, bien conocido por su actividad
antimicrobiana, antioxidante, derivada principalmente de sus componentes fendélicos
Valenzuela et al., (2016),(Echegoyen y Nerin, 2015),(Xing et al., 2014) (Reyes,
Palou y Lopez, 2014).

La presente investigacion permitio evaluar el efecto fungicida que posee el aceite de

canela (Cinnamomun zeylanicum Blume) aplicando en diferentes dosis para el

control de Botrytis cinerea Pers. in vitro e in vivo en rosa.
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CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA O MARCO TEORICO

2.1.ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Gonzaélez, et al., (2014), investigo las propiedades antifingicas y antioxidantes de los
aceites esenciales, demostrando que el aceite esencial de hoja de canela posee un alto
poder antifingico atribuido principalmente al eugenol, que es su compuesto
mayoritario, y que posee una capacidad alta para la estabilizacion y neutralizacion de
radicales libres, razon por la cual se le otorga propiedades antifingicas y

antioxidantes con potencial de ser utilizado como tratamiento pos-cosecha.

Silva-Espinoza, et al., (2013), mostraron que los aceites esenciales de canela poseen
actividad antimicrobiana, insecticida, acaricida, antioxidante y antimutagénica, otra
funcion del aceite de la canela es la de inducir a la apoptosis, esto a su vez genera la
consecuente necrosis a través de un mecanismo, que interfiere con la funcion

mitocondrial de las células.

Black Solis, Ventura Aguilar, Barrera Necha y Bautista Bafios, (2017), desarrollaron
modelos matematicos del crecimiento y germinacion in vitro de Alternaria alternata
en presencia de aceites esenciales, considerando sus componentes principales,
también se encontraron similitudes entre ellos considerando su composicién volatil.
El crecimiento micelial y germinacion de conidios de A. alternata se evalué en PDA
con aceites de limon y de canela comercial y no comercial, en el que predomino el
cis-cinamaldehido. EI aceite de canela con dosis de (0.5 y 1.0 uL- mL™) inhibi6 el
crecimiento micelial de A. alternata mientras que, la germinacion se inhibi6 el 100%
con la presencia de aceite de limén (D-Limoneno) utilizando dosis desde (0.25y 0.5
uL- mL™Y). Los modelos matematicos y los anélisis de componentes principales son
herramientas eficaces para entender el efecto de los aceites esenciales en A.

alternata.
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Entre los efectos antimicrobianos de la canela tenemos el aumento de la
permeabilidad y la salida de iones de la membrana. Esta actividad microbiana se da
gracias a la accion de sus componentes tales como: taninos, saponinas, aceites
esenciales, compuestos fenolicos y flavonoides, sus extractos etandlicos muestran
gran actividad contra las cepas resistentes, a diferencia de los antibi6ticos
convencionales (Lépez, Castafio y Mejia, 2013).

Jiménez y Mosquera. (2014), investigaron la “Actividad antifungica In vitro de tres
extractos de plantas frente a Botrytis cinerea Pers. (Moho gris) los extractos
evaluados fueron de Ruta graveolens, Nicotiana tabacum y Crisanthemun
morifolium para combatir el hongo de Botrytis cinerea Pers.. El extracto
diclorometanico de Ruta graveolens, inhibid la germinacion de conidios de B.cinerea
Pers. en un 57.5%. La actividad antifungica observada se atribuia a metabolitos
secundarios como cumarinas, flavonoides y alcaloides que fueron los mas

abundantes detectados en el extracto.

Ochoa et al., (2012), estudiaron la “Evaluacion in vitro de la actividad antifungica de
cuatro extractos vegetales metandlicos (Shinus molle, Annona cherimola,
Cinnamomum zeylanicum y Nicotiana glauca) para el control de tres especies de
Fusarium spp” en el crecimiento micelial y esporulacion de Fusarium oxysporum, F.
culmorum y F. solani; evidenciando que el extracto de chirimoya y canela
presentaron efectos inhibitorios sobre el crecimiento micelial y en la esporulacion del

hongo.

En estudios previos, se han reportado la eficacia y especificidad de distintos aceites
esenciales sobre el control de hongos fitopatdgenos, se indica que el aceite esencial
de limon (Citrus limoén) inhibi6 el desarrollo de Botrytis cinerea Pers., Fusarium
oxysporum, Aspergillus parasiticus y Penicillium chrysogenum, también se reporto la
efectividad del aceite esencial de corteza de canela (Cinnamomum zeylanicum
Blume) en el control del crecimiento micelial y la germinacion de esporas de los

hongos de genero Fusarium (Black Solis et al., 2017).

Investigaciones realizadas demostraron la eficacia de la combinacion de la aplicacion

de quitosano y Cinnamomun zeylanicum en aceites esenciales sobre la inhibicion de
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Botrytis cinerea Pers., el agente causal de moho gris en fresa, en medios de
laboratorio y frutas durante el almacenamiento de 7 dias a 4°C y por 3 dias a 20°C,
las aplicaciones de diferentes concentraciones inhibieron el crecimiento del micelio
del hongo ensayado. Los resultados indicaron que los tratamientos de prueba
redujeron el crecimiento de hongos de una manera dependiente de la concentracion,
es decir, a medida que la concentracion aumenta el crecimiento radial disminuye

(Mohammadi, Hashemi y Hosseini, 2015).

Ensayos experimentales determinaron que la cantidad de polifenoles y de terpenos
presentes en el extracto de la cascara de mangostino, tienen un efecto antifungico
sobre Botytis cinerea Pers., con potencial para ser utilizado como bioconservante en
especies hortofruticolas, contribuyendo asi a la disminucion de pérdidas poscosecha

y al impacto ambiental (Diaz, Duarte y Chaparro, 2014).

Estudios realizados con extracto de hoja de vid silvestre, de tres accesiones, P-178,
E-200 y TN-4; se evaluaron in vitro a 6,8 y 12% de extractos con el fin de medir el
efecto inhibitorio en el crecimiento de Botrytis cinerea Pers., comparativamente se
empled resveratrol en dosis (60, 90, 120 (ug/ mL)) un tipo de fitoalexina que se
produce en varias plantas como respuesta a una lesion o ataque de pat6genos;
extracto de citricos al 3, 5y 8%. Todos los extractos de hoja de vid tuvieron accion
inhibitoria; especialmente, P-178 al 12% tuvo 72, 75 y 62% de inhibicion de
crecimiento micelial, esporulacion y germinacion conidial, respectivamente. Esta
dosis tuvo 19.9 mg/mL de compuesto fendlicos, resveratrol 1.7mg/mL, acido galico
3.8 mg/mL y acido feralico 2.5 mg/mL (Apolonio-Rodriguez, Franco-Mora,

Salgado-Siclan y Aquino-Martinez, 2017).

En investigaciones realizadas se evaluo el efecto fungistéatico de extractos y aceites
esenciales de Lippia origanoides y Thymus vulgaris L. en concentraciones de 128,
256 y 500 mg/l sobre B. cinerea Pers. in vitro e in vivo. Se determind In vitro el
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del hongo. En estas condiciones se
observo que el aceite esencial de L. origanoides presento el porcentaje de control
mas alto de un 66.2% sobre B. cinerea P., in vivo se observO que en bananos
inoculados con B. cinerea P., después de 120 dias los aceites esenciales controlaron

eficientemente la incidencia de dafio causado por el patdgeno estudiado y no se
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encontraron diferencias significativas con el control quimico utilizando el fungicida

Benomil (Andrade, Orozco, Correa y Huertas, 2014).

Silva-Espinoza et al., (2013) demostraron que el aceite de hoja de canela aplicado en
frutos provoco una disminucion del crecimiento de micelios del hongo Botrytis
cinerea Pers. en la superficie de los frutos, ademas, el aceite incremento el contenido
de fenoles y flavonoides y la capacidad antioxidante de dichos frutos. Sin embargo,
los niveles de agrado se vieron afectados moderadamente por la aplicacion del aceite

de canela.

Bravo, Ldpez, Sanchez, Bautista y Guillén, (2018), manifiestan que existen varios
hongos postcosecha gque causan enfermedades ya que reducen en gran medida la vida
en el almacenamiento, en un previo estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto
antimicotico de peliculas formularas con quitosano combinadas con cera de abeja,
acido oleico y aceites esenciales de tomillo, canela y clavo fueron evaluadas
primeramente como inhibidores del crecimiento micelial in vitro de Rhizopus
stolonifer, Colletorichum gloesporidoides, Alternaria alternata. Los formulados que
mejor respondieron in vitro fueron evaluados por inmersion del fruto de papaya, las
peliculas a base de quitosano, cera de abeja y aceites esenciales de canela y clavo al

1% inhibieron completamente el crecimiento micelial de los tres hongos.

Segun Barrera y Garcia, (2018), por la importancia de los hongos fitopatdgenos y la
dificultad para lograr un buen control, debido a su resistencia a los antifungicos, se
han desarrollado nuevas investigaciones para encontrar alternativas basadas en
productos naturales. El efecto de los aceites y sus compuestos fue investigado en
bioensayos en la inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium sp., el mejor efecto
antifingico que fue observado durante 8 dias con aceite de Thymus vulgaris, el cual
presento una inhibicion de 300 ug/ml, mientras el aceite de Cinnamomum
zeylanicum, exhibi6 una inhibicion del crecimiento micelial dependié de las diversas

dosis incrementadas.
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2.2. CATEGORIAS FUNDAMENTALES O MARCO CONCEPTUAL

2.2.1. VARIABLE INDEPENDIENTE

2.2.1.1. Aceites esenciales

Segin Mendoza, (2017) los aceites son compuestos naturales, volatiles y complejos
sintetizados por diversas partes de las plantas, los aceites son obtenidos por presion,
fermentacion, o destilacion por vapor. Los aceites esenciales se han posicionado
como alternativa agrondémica para sustituir los plaguicidas sintéticos del mercado
actual, por poseer propiedades antimicrobianas y antifngicas. Ademas, de esto,
pueden sustituir aditivos sintéticos en los alimentos, favoreciendo la estabilidad de

éstos

Los aceites son compuestos formados por varias substancias organicas volatiles, que
pueden ser alcoholes, acetonas, cetonas, éteres, aldehidos y que se producen y
almacena en los canales secretores de las plantas. Normalmente son liquidos a
temperatura ambiente y por su volatilidad, son extraibles por destilacion en corriente

de vapor de agua (Maule, 2005).

Los aceites esenciales son mensajeros quimicos que las plantas utilizan para
interactuar con su entorno. Permiten alejar las enfermedades y los parasitos, tienen
un papel importante en la reproduccion y dispersion de las especies vegetales que
permiten atraer a los insectos polinizadores (Luengo, 2004).

- CLASIFICACION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Segln Maule (2005), los aceites esenciales se pueden clasificar en base a diferentes

criterios: consistencia, origen y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios.

- Consistencia
De acuerdo con su consistencia los aceites esenciales se clasifican en:

v' Esencias v" Bélsamos v" Resinas
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- Origen.

De acuerdo con su origen los aceites se clasifican como:
v" Naturales
v' Atrtificiales

v" Sintéticos

- Naturaleza quimica

El contenido total en aceites esenciales de una planta es en general bajo (inferior al
1%), pero mediante extraccion se obtiene en una forma muy concentrada que se
emplea en los diversos usos industriales. La mayoria de ellos, son mezclas muy

complejas de sustancias quimicas.

- CARACTERISTICAS FISICAS DE LOS ACEITES ESENCIALES

Maule (2005), sefiala como caracteristicas fisicas de los aceites esenciales son las

siguientes:

e Son volatiles
e Incoloros o ligeramente amarillos
e Indice de refraccion elevado

e Son solubles en alcoholes y en disolventes organicos habituales, como éter o

cloroformo
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2.2.1.2. CANELA (Cinnamomun zeylanicum Blume)

- Generalidades

Planta tipica del oriente muy conocida por su empleo como condimento y por sus
usos por tener la capacidad antifingica y antioxidante. El aceite de canela se extrae
de la corteza del arbol. El género Cinnamomum proviene de cina referente a China y
amomos nombre de una planta de la familia del jengibre, con olor similar (Aizaga,
2017).

El aceite esencial de canela, se obtiene de forma natural, actuando como un excelente
fungicida en la agricultura ecologica, ya que no deja residuos en los cultivos por ser
altamente volatil, Ademas, por poseer propiedades ricas en fenol produce un efecto
toxico en los hongos que atacan al cultivo asi logrando combatir la enfermedad e

inhibir el desarrollo de hongos y bacterias (Mendoza, 2017).

- Clasificacién botanica

Aizaga, (2017) describe la siguiente clasificacion taxonomica de la canela:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Laurale
Familia: Lauraceae
Género: Cinnamomum

Epiteto especifico:  Zeylanicum
N. cientifico: Cinnamomum zeylanicum
N. vulgares: Canelle, Canela

- CARACTERISTICAS BOTANICAS

Segun Aizaga. (2017) las siguientes caracteristicas botanicas de la canela son:
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e Planta

Arbol, de hasta 15 metros de altura, ramaje tetragono, recubierto de una corteza
amarillosa y aromética, de sabor picante y dulce, su tallo es de consistencia lefiosa.

e Hojas

Hojas ovadas de hasta 18 cm de longitud, haz rojizo cuando son jovenes, pasando a

verde brillante y con enves verde palido en la madurez.

e Flores

Flores de olor dulce en paniculas, de color blanco o rojo.

e Fruto

Bayas de color azul o negros de 1cm de diametro, muy picante.

-  ALGUNOS REQUERIMIENTOS

Aizaga. (2017), sefiala que la canela presenta como principales requerimientos los

siguientes:

e Suelo

Los suelos aptos para el desarrollo de la canela son ligeros arenosos, profundos y

ricos en materia organica.

e Clima

La canela es un arbol de clima tropical himedo, que se encuentra en estado silvestre

desde el nivel del mar hasta 1200 metros de altura.
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e Usosy propiedades

La canela es una planta aromatica con un poder antiséptico polivalente,
antiinfeccioso, antifingico y antibacteriano, con un espectro de accién tan poderoso
que destruye el 98% de los gérmenes patdgenos. Es, ademas, un tonico muy
importante para el sistema nervioso central, estimulante general, sexual y afrodisiaco.
El aceite de la corteza de la canela y sus extractos presentas actividades antifingicas,

antibacteriana y antiviral (Calo, Crandall, O’Bryan, y Ricke, 2015).

La corteza de la canela en pedazos o en polvo, es una de las principales especies
utilizadas para condimentar diversas preparaciones. En la medicina tradicional se usa
como estimulante, aromaético, aperitivo, emenagogo, astringente, carminativo,

digestivo, para ayudar a la secrecién del jugo géstrico (Aizaga, 2017)
METABOLITOS SECUNDARIOS

La canela contiene cinnamaldehido (60 — 75%), benzaldehido y cuminaldehido,
fenoles y otros compuestos (4 — 10%) como el eugenol, pineno, cimeno, cariofileno,
linalol, farnesol, gamma-terpineol, geraniol, isoegeneol, furfural, alcanfor, alfa-
pineno, alfa-terpineno, alfa-ylangeno, beta-pineno camfeno (Aizaga, 2017).

CINAMON®

BiocontrolScience, (2017), caracteriza a CINAMON®, de la siguiente forma:

e Propiedades

CINAMON® contiene substancias activas botanicas de alta calidad, destinadas para
atenuar el estrés de los cultivos aplicados con CINAMONS®, reaccionan de mejor
forma los procesos de recuperacion y de productividad, de tal forma que los procesos
energéticos expresados por el vegetal afectado se direccionan puntualmente a las

funciones fisioldgicas involucradas con la calidad de cosecha.
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e Modo de accion

Las propiedades fitoterapéuticas de CINAMON®, se deben a mas de diez substancias
activas formuladas en un producto con propiedades Unicas, dentro de éstas, no se
descuidan las condiciones de alta intensidad productiva del vegetal. Otro de los
mecanismos interesantes del producto, es donde las porciones del vegetal tratadas en

forma preventiva se tornan insipidas y desagradables.

e Compatibilidad

CINAMON®, es compatible con la mayoria de los herbicidas, e insecticidas,
fungicidas, defoliantes, fertilizantes foliares, reguladores de crecimiento, no es
fitotoxico. No obstante, se debe tener en cuenta que la mezcla final tenga un pH de
5.5 a 6.8 y manejar un dispersante no iénico. Aplicar a una temperatura menor a
25°C.

e Presentacion

EI CINAMON® viene en envases de 250 ml, 500 ml, Litro, Galon de 3.78 L y caneca
de 20 litros.

e Dosis

El CINAMON® altamente recomendado para condiciones de produccion agricola
intensiva, épocas de recuperacion vegetal, detoxificacion agroquimica.
Recomendaciones generales: 1.0 — 2.0 ml por litro de Agua. En las aplicaciones de
mantenimiento o preventivas de cultivo se recomienda la dosis de 0.5 — 0.8 ml/L. en
caso de tener altas incidencias, esta dosificacion puede subir. No existen riesgos de
fitotoxicidad, si se conducen las aplicaciones bajo normas técnicas establecidas. El

elemento organico reduce esta posibilidad.
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SWITCH (FUNGICIDA TESTIGO)
Syngenta (2017), describe a Switch como sigue:

e Caracteristicas

Fungicida para el control de Botrytis, Sclerotinia, Stemphylium y Antracnosis, Switch

se presenta en forma de granulado dispersable en agua.
e Formulacion

SWITCH se presenta como Ciprodinil 37,5% p/p (375 g/Kg) + Fludioxonil 25% p/p
(250 g/Kg), granulado dispersable en agua (WG).

e Modo de accidn

SWITCH, debido a su composicion es un fungicida que presenta dos formas de
accion diferentes y complementarias. Actla en el ciclo de vida de los hongos
principalmente durante el proceso de penetracion y crecimiento del micelio dentro
del tejido de la planta. Ciprodinil muestra una buena y rapida translocacion acrdpeta
dentro de las hojas y frutos, Fludioxonil tiene una translocacion limitada y su

principal actividad es por contacto.

e Las recomendaciones de uso de Switch se presenta en la tabla 1.

Tabla 1. RECOMENDACIONES DE USO DE SWITCH

) Ambito de Tipo de Dosis Plazo de
Cultivo Plaga . .
aplicacion recomendada seguridad

utilizaciéon

Pulverizacion

Aire libre normal, n® apl. 2 3 dias
10- 14 di -1 HI
Botrytis y (10 dias) 60 - 100 g/
tomate . o (Max. 1
Esclerotinia Pulverizacién
kg/ha)

normal, n° apl. 3

(10 - 14 dias) 3 dias

Invernadero

Pulverizacién
normal, napl.2 0,6-1kg/ha 7 dias
(21 dias)

Botrytisy

Vid de mesa  Aire libre .
Aspergillus
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Fuente.- (Syngenta, 2017)

e Modo de empleo

Se recomienda aplicar en pulverizacion normal, de forma preventiva al inicio de la
infeccion, o en las primeras etapas de desarrollo de la enfermedad. La aplicacion se
realizara mediante tractor con barra hidraulica, atomizador o mochila hidraulica al
aire libre y en invernadero, mediante pulverizador hidroneumatico, tipo cafion
atomizador desde el exterior, aplicacion manual con pistola pulverizadora 0 mediante

sistemas de instalaciones fijas.

Se debera respetar los siguientes volumenes de caldo:

Berenjena, Pimiento: 800 — 1500 I/ha

Cebolla, Cebolleta, Lechugas y Hierbas aromaticas: 300 — 1000 I/ha
Vid: 400 — 1000 I/ha

Tomate: 500 — 1500 I/ha

Fresal: 500 — 1000 I/ha al aire libre y de 500 — 2000 I/ha en invernadero
Leguminosas: 400 — 800 I/ha

Frambuesa, Mora y Tabaco de 500 — 1000 I/ha

Frutales de hueso: 1000 — 1500 I/ha

SR N N N R N NN

¢ Riesgos toxicoldgicos y ambientales

v Pueden provocar una reaccion alérgica en la piel.

v Muy toxico para los organismos acuaticos, con efectos duraderos
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2.2.2. VARIABLE DEPENDIENTE

2.2.2.1.Moho gris, pudricidn gris (Botrytis cinerea Pers.)

Es una enfermedad que ataca la flor, cuando lo hace, esta presenta manchas de color
café, las cuales casi a menudo son invisibles. Una vez que la flor se somete a
cambios de temperatura, la enfermedad se desarrolla aceleradamente, los pétalos se
pudren y luego toman un color grisaceo. También puede atacar la madera en el nivel

del tallo o corte (Vasquez, 2017).

Este mismo autor sefiala que el patdgeno puede atacar al cultivo en cualquier estado
infectando diferentes partes de la planta. Debido a la considerable incidencia del
patdgeno y a las repercusiones econdémicas que tiene en cultivos de importancia tales

como vid, ornamentales y otras.

GENERALIDADES

GOmez Alvarez (2012), describe a la “podredumbre gris” o “moho gris” como una
enfermedad producida por un hongo necrotrofico que afecta a 200 especies
vegetales, cuyo agente es Botrytis cinerea Pers.

CLASIFICACION TAXONOMICA

Gobmez Alvarez (2012), describe la siguiente clasificacion taxondmica:

Reino: Fungi

Division: Amastigomycota

Clase: Deuteromycetes

Orden: Moniliaceae

Familia: Moniliales

Género: Botrytis

Epiteto especifico: Cinerea

Nombre Cientifico: Botrytis cinerea

N. vulgares: Moho gris, Podredumbre gris.
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MORFOLOGIA Y FUNCION DE LAS ESTRUCTURAS DE Botrytis cinerea

Gomez Alvarez (2012), sefiala que la morfologia y la funcidn de las partes del hongo
le permiten infectar a su hospedero; el micelio esta conformado por un conjunto de
filamentos tabicados, se multiplican por divisién citoplasmatica, el micelio
envejecido, forma diversas estructuras tales como los macroconidi6foros,
microconidioforos y esclerocios para una debida supervivencia en condiciones

desfavorables.

Las principales estructuras de dispersion y resistencia del hongo son denominadas
conidios, las clamidosporas son células de aspecto hialino de alta variabilidad, son
estructuras de resistencia bajo condiciones criticas, en condiciones de humedad y sin
nutrientes, las estructuras germinan dando lugar a microconidios, los esclerocios son
considerados las estructuras de mayor importancia involucradas en la reproduccion y

supervivencia del hongo (Gomez Alvarez, 2012).

CICLO DE INFECCION

El ciclo de infeccidn que sigue B. cinerea. como la describe Gomez Alvarez (2012)

es el siguiente:

e Adhesion y germinacion

La adhesidn de las estructuras de propagacion como los conidios, se lleva a cabo por
dos fases, en la primera el conidio se hidrata para establecer interacciones
hidrofobicas y permitir su germinacion, la segunda fase se presenta cuando el conidio
ha germinado y se forma una matriz compuesta de lipidos, polisacaridos y melanina

con estos componentes el hongo puede adherirse a la superficie del hospedero.

e Penetracién

Botrytis cinerea Pers. es capaz de producir sustancias que tienen la capacidad de

descomponer el material vegetal para facilitar la penetracion, la cutinasa es la enzima
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que destruye la cutina, lo cual es la primera barrera de proteccion que contiene la
planta, otra enzima que degrada la pectina de la pared celular y las lipasas es

dominada pectinasa.

e Muerte del tejido vegetal
La eliminacion del calcio de la pectina provoca que esta absorba agua y se hinche,

causando una deformacion, otra forma de ocasionar la muerte celular del tejido esta

mediada por la produccion de especies reactivas de oxigeno.

e Fase de latencia

Durante esta fase la planta presenta mecanismo de defensa, por lo que el hongo

permanece en estado de latencia.

e Colonizacion y maceracion

Cuando las condiciones son favorables para el hongo, la infeccion se establece,
segregando una serie de enzimas degradativas, obteniendo nutrientes para su

crecimiento a partir del tejido vegetal.

e Esporulacion y dispersion
La putrefaccién en el tejido vegetal se presenta una vez establecida la infeccion, las
condiciones permiten la formacion de conidios y conidiéforos sobre la superficie del

cultivo, ya que el hongo a esporulado, las dispersiones de los conidios inician

nuevamente infectando diferentes superficies vegetales.
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2.2.3. UNIDAD DE ANALISIS

La muestra estudiada fue aislada del banco de hongos de los laboratorios BIONIKA,
por lo cual luego de la desinfeccion del material se cultivé en placas PDA, se
colocaron en una incubadora con temperatura de 23°C con 75% de humedad por
lapsos de 7 a 15 dias, lo cual las placas fueron cubiertas con papel aluminio, se
realizaron diez purificaciones, las siembras se realizaron en propagacion in vitro e en

Vivo

2.2.3.1.PROPAGACION IN VITRO

Es una técnica muy utilizada, lo cual permite cultivar células, tejidos, 6rganos,
semillas, embriones y obtener individuos selectos de forma répida (Segretin, 2006).
El cultivo in vitro permite el crecimiento y desarrollo en recipientes que lo separan
del ambiente exterior y lo mantienen en condiciones controladas y asépticas
(Navarro, 2013).

2.2.3.2. PROPAGACION IN VIVO

En la propagacion in vivo esta ocurre cuando se establece una determinada planta
madre, del cual se extraeran fragmentos para obtener explantos, en los cuales pueden
ser yemas, trozos de hoja, porciones de raices o semillas o tiene lugar dentro de un
organismo Vvivo en condiciones naturales o condiciones de laboratorio, esto permite
establecer el cultivo en condiciones de asepsia, para obtener explantos con un grado
de desarrollo adecuado, las plantas seleccionadas deben permanecer en refrigeracion
para poder realizar cortes de cualquier parte de la planta y poderlas utilizarlas en
condiciones de laboratorio (Navarro, 2013).
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CAPITULO Il

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

El aceite de canela tiene efecto fungico sobre Botrytis cinerea Pers. in vitro e in vivo.

3.2. OBJETIVOS

3.2.1. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto del aceite de canela (Cinnamomun zeylanicum Blume) sobre

Botrytis cinerea Pers. in vitro e in vivo.

3.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer la dosis de aceite de canela necesaria para el control de Botrytis

cinérea Pers. in vitro e in vivo.

e Determinar el efecto inhibitorio y mecanismos de accion, por métodos cito

histoquimicos de canela sobre Botrytis cinerea Pers. in vitro e in vivo
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CAPITULO IV
MATERIALES Y METODOS

4.1.UBICACION DEL EXPERIMENTO (ENSAYO)
El experimento se realizd en los laboratorios BIONIKA Cia. Ldta. Siendo su
Director el Dr. Carlos Falconi.
Ubicacién: Quito
Altura: 2834 msnm
Coordenadas: 0°0554°S

78°28°06""W
4.2.CARACTERISTICAS DEL LUGAR
Como la investigacion se realizé en condiciones de laboratorio in vitro como in vivo;
las condiciones ambientales de temperatura y humedad fueron controladas a 23+-
2°C con 75% de humedad, estos valores permitieron controlar posibles infecciones,
asi como el efecto de factores externos.
4.3.EQUIPOS Y MATERIALES

Los principales materiales utilizados en el ensayo fueron.

- Marcadores de punta fina

- Asas indelebles

- Atomizador - Pisetas

- Cajas Petri - Portay cubre objetos
- Cémara de atmosferas modificadas - Mascarillas

- Céamara de neubauer - Microscopio

- Céapsulas de porcelana - Estereoscopio

- Detergente - Material vegetal

- Fundas plasticas - Micropipeta

- Guantes quirargicos
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o Producto Comercial
Canela (Cinnamomum
zeylanicum)

o Botones de rosa

Papel parafilm
Papel toalla
Tubos de ensayo

Vasos de precipitacion

- Papel aluminio

- Reactivos

- PDA (Potato Dextrose Agar) - Solucion Buffer

- Reactivos cito histoquimicos - Alcohol industrial 95%
- Agua destilada - Tween 80

4.4 FACTORES EN ESTUDIO

4.4.1. Dosis de aplicacién

El producto comercial CINAMON® se prepar6 en diluciones de 0.2, 0.3, 0.4, 0,5,
0,6,0,7,08,009, 1.0, 1,2, 1.3, 1.4 ml L. La concentracion del fitopatdgeno fue de
log 6, tanto en los ensayos en in vivo como en in vitro, ademas se aplico un testigo
absoluto (sin aplicacion de aceite de canela) To y de un testigo positivo Ty, que fue
la aplicacién de un funguicida comercial (Ciprodinil+Fludioxonil)

4.5 TRATAMIENTOS

45.1. Tratamientos in vitro.

Los tratamientos in vitro se sefialan en la tabla 2, los cuales se aplicaron en placas de

vidrio en atmosferas modificadas.
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Tabla 2.- TRATAMIENTOS IN VITRO

No. Simbolo Descripcion
1 D1 0.2 ml x L de cINAMON®
2 D2 0.3 ml x L de CINAMON®
3 D3 0.4 ml x L' cINAMON®
4 D4 0.5 ml x L't de cINAMON®
5 D5 0.6 ml x L't de CINAMON®
6 D6 0.7 ml x L't de CINAMON®
7 D7 0.8 ml x L't de CINAMON®
8 D8 0.9 ml x L't de CINAMON®
9 D9 1.0 ml x L'! de CINAMON®
10 D10 1.2 ml x L'* de CINAMON®
11 D11 1.3 ml x L* de CINAMON®
12 D12 1.4 ml x L' de CINAMON®
13 To (Testigo) Sin aplicacion del aceite
14 T1 (Testigo) Aplicacién Ciprodinil+Fludioxonil

45.2. Tratamientos in vivo.

Los tratamientos in vivo se presentan en la tabla 3 los cuales se aplicaron en pétalos

de rosa en camaras de ambiente modificado.
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Tabla 3.- TRATAMIENTOS IN VIVO

No. Simbolo Descripcion
1 D1 0.2 ml x L de CINAMON®
2 D2 0.3 ml x L de CINAMON®
3 D3 0.4 ml x L't de CINAMON®
4 D4 0.5 ml x L' de CINAMON®
5 D5 0.6 ml x L' de CINAMON®
6 D6 0.7 ml x L't de CINAMON®
7 D7 0.8 ml x L' de CINAMON®
8 D8 0.9 ml x L de CINAMON®
9 D9 1.0 ml x L* de CINAMON®
10 D10 1.2 ml x L* de CINAMON®
11 D11 1.3 ml x L! de CINAMON®
12 D12 1.4 ml x L! de CINAMON®
13 To(Testigo) Sin aplicacion del aceite
14 T (Testigo) Aplicacién Ciprodinil+Fludioxonil

4.6. DISENO EXPERIMENTAL

Tanto in vitro como in vivo, se aplico un disefio de bloques completamente al azar
(DBCA) con 4 repeticiones, se efectuaron anélisis de varianza y pruebas
significativas Tukey al 5%, para los tratamientos que demostraron significacion

estadistica.
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4.7. MANEJO DEL EXPERIMENTO

4.7.1. Dilucién del producto.

En la presente investigacion el producto comercial CINAMON® se utilizo por sus
caracteristicas propias de un aceite, con este propdsito se prepard diluciones de 200
pl, 300 pl, 400 pl, 500 pl, 600 pl, 700 ul, 800 pl, 900 pl, 1000 pl, 1200 pl, 1300 pl,
1400 pl en 500cc de agua, cada dilucion contenia 10 ul de tween 80 por cada 100 cc
de agua, 50 pl de alcohol industrial por cada 500 cc de agua, 70 pl de 7action el cual
ayuda conservando las cualidades de la dilucion, para la dilucion del fungicida se
utilizé 500 ul en 500 cc de agua, segun recomendaciones del laboratorio Bionika
(2017).

- Aislamiento de Botrytis cinerea Pers.

Para el aislamiento de B. cinerea, se aplico la metodologia desarrollada en el

laboratorio Bionika (2017), y que es la siguiente:

e Extraccion
Del banco de hongos de los laboratorios BiocontrolScience y BIONIKA se
determind las rosas para lo cual se extrajo B. cinerea Pers. de botones contaminados
de rosas (Rosa sp), se colocaron en camaras de ambiente modificado por 7 dias para
su debido crecimiento y asi tener la siembra en PDA.

¢ Identificacién del hongo

Se lo realiz6 con microscopia de manera visual, utilizando y aplicando la

informacion de los “Principales géneros de hongos fitopatogenos” de Falconi (2013).
e Purificacion de B. cinerea Pers.
Se prepararon placas de petri con medio PDA (Agar - papa - dextrosa) realizando

diez inoculaciones en tiempos diferentes hasta obtener la purificacion de B. cinerea
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Pers. La purificacion de B. cinerea Pers., se lo realizé en los laboratorios BIONIKA
Cia. Ldta, aplicando su propia metodologia.

4.8. VARIABLES RESPUESTA

48.1. INVITRO

DETERMINACION DEL EFECTO EN LA GERMINACION EN EL
INOCULO DEL FITOPATOGENO (EFIP).

En la primera fase del proyecto investigativo, en los laboratorios “Bionika” se
determind la respuesta de germinacion de conidias de Botrytis cinerea Pers., para lo
cual sobre un portaobjetos se colocaron tres gotas 10 pl (microlitros) del
fitopatogeno purificado, sobre cada una de estas se depositaron 10 pl (microlitros) de
aceite de canela “CINAMON®”. Los portaobjetos asi preparados se ubicaron en
camaras de atmosfera controlada, para procurar la temperatura y humedad adecuada.
El proceso de evaluacion se inicio luego de 12 horas de inoculacion, la toma de datos
se efectud cada 2 horas; se midi6 el nimero de conidias germinadas y que
presentaron el tubo germinativo dos veces mayor al diametro de las conidias, los
resultados se promediaron a un solo valor, para los célculos correspondientes se
aplicé la formula propuesta por Cafiedo y Ames, (2004) modificada por Falconi
(2017).:

Numero de conidios germinadas

%GC=( >*100

namero total de conidios

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DEL TUBO GERMINATIVO (VCTG)

Se incubd el inoculo bajo condiciones controladas; 23+2 °C y 90 % de humedad. Se
determind el crecimiento del tubo germinativo a intervalos de 4 horas, previo a la
inoculacion de 24 horas y se aplico la formula propuesta por (Arango Bedoya,
Hurtado Benavides, Pantoja Daza, y Santacruz Chazatar, 2014) modificada por
Falconi (2017):

VCTG )= ( Crecimiento tubo germinativo (mm))
(mm/d)= horas de incubacion
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48.2. INVIVO

- DETERMINACION DE MODOS DE ACCION POR MEDIO DE CITO
HISTOQUIMICA-

Tanto en los test in vitro como en in vivo se determind organograficamente los
potenciales sitios de accion, afectados por el efecto de los ingredientes activos del
CINAMON®,

4.9. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION
Se efectuo el analisis de variancia (ADEVA), de acuerdo con el disefio experimental
planteado. Se realizo las pruebas de significacion de Tukey al 5%, para diferenciar

entre las diversas dosis del aceite de canela, se utilizd el programa INFOSTAT
(2018).
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CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. INVITRO

5.1.1. Germinacion de conidias (GC) de Botrytis cinerea Pers. Purificadas, In

vitro bajo condiciones de laboratorio

La germinacién del indculo se midié en cinco tiempos diferentes, iniciando a las 12
horas luego de la inoculacién con diferencia de dos horas hasta llegar a la hora 20. El
analisis de varianza de la lectura a las 08h00, demostrd significacion estadistica al
1% para los tratamientos (Anexo N°1). La prueba de Tukey (Tabla N°4) distribuy6 a
los tratamientos en 4 rangos de significacion, en el primer rango se ubicaron los
testigos, es decir “sin aceite de canela” (T0), y el de “Ciprodinil+Fludioxonil” (T1),
con 2,75 y 0 % conidias germinadas respectivamente, seguidos de los tratamientos
con aceite de canela en dosis de 1.3 y 1.4 mL x L™ con valores de 18,5y 17,08 % de
conidias germinadas en su orden, ubicAndose en el segundo rango; el tercer rango lo
ocuparon los tratamientos con dosis de 1.0 y 1.2 mLxL™* de aceite de canela con
25,17 y 23 % conidias germinadas. Finalmente encontramos en el cuarto rango ocho
tratamientos con aceite de canela cuyas dosis varian entre 0,2 y 0,9 ml x L2, en los
cuales el porcentaje de conidias germinadas que matematicamente son diferentes
pero que desde el punto de vista estadistico no presentaron diferencias significativas,
estos valores oscilaron entre 30,16 y 33,08 %, demostrando que las distintas dosis de
canela aplicadas en este caso produjeron el mismo efecto en cuanto al porcentaje de

conidias germinadas.

A partir de las 14 horas luego de la inoculacion, cuyos datos fueron tomadas a las
10h00 de la mafana el analisis de varianza reportd significacion estadistica al 1%
para los tratamientos (Anexo N°2) y al ser procesados, la prueba de Tukey (Tabla
N°4) present6 9 rangos de significacion estadistica, ubicandose en el primer lugar el
tratamiento con “Ciprodinil + Fludioxonil”, que no registrd6 porcentajes de
germinacion de las conidias. Los tratamientos sometidos a diferentes concentraciones
de canela, asi como el de sin aceite de canela, registraron valores de 17,00 hasta

40,67% conidias germinadas. El tratamiento con canela “CINAMON®” en
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concentracion de 1.4 ml x L registr6 el mejor comportamiento, pues el porcentaje

de germinacion de conidias fue el de menor valor (14,83%).

El analisis de varianza cuyos datos fueron tomados a las 12h00, reporto significacion
estadistica al 1% para los tratamientos (Anexo N°3). La prueba de Tukey (Tabla
N°4) a las 16h00 luego de la inoculacién, demostré que el tratamiento con
“Ciprodinil + Fludioxonil”, sigue manteniendo un comportamiento similar al
registrado en las anteriores evaluaciones, ubicandose en el primer rango debido a que
no registrd ningdn valor en la germinacion del indculo. El tratamiento con
concentracion de 1.4 ml x L de canela “CINAMON®”, es el que presentd menor
porcentaje de germinacion del in6culo con 14,58%; los restantes tratamientos
registraron valores que oscilaron entre 14,58% hasta 48,42% de germinacion del

indculo y un 100% de germinacion con el tratamiento sin aceite de canela.

A las 18h00 de la inoculacién el analisis de varianza, registrd significacion
estadistica al 1% para los tratamientos (Anexo N°4) la prueba de Tukey (Tabla N°4)
mostrd, que el tratamiento con “Ciprodinil + Fludioxonil”, mantuvo una similitud
con las evaluaciones anteriores ya que no registrd ningun valor respecto a la
germinacion del indculo, razon por lo cual se ubicé en el primer rango; el tratamiento
con una concentracion de 1.4 ml x L de canela “CINAMON®”, establecié un valor
de germinacién de conidias del 14,16%, los tratamientos restantes demostraron
valores diversos entre 18,50 hasta el 58,80% de indculo germinado, el testigo sin

aplicacion de aceite de canela demostré un 100 % de germinacién del indculo.

20 horas después de la inoculacion, el andlisis de varianza registré significacion
estadistica al 1% para los tratamientos (Anexo N°5), la prueba de Tukey (Tabla N°4)
puso en evidencia de que el tratamiento a base de “Ciprodinil + Fludioxonil”, sigue
manteniendo comportamientos similares respecto de impedir la germinacion del
indculo, dado que registrd un valor del 0% lo que permitié ubicarse en el primer
rango; el tratamiento con una dosis de 1.4 mL x L de canela “CINAMON”,
experimentd un valor del 13,25% de germinacion de conidias, los tratamientos
restantes presentaron diversos valores que oscilaron desde el 18,50 hasta el 92,66%
de germinacién del inéculo, y un 100% de germinacion del in6culo que se produjo

con el tratamiento sin aplicacion de aceite de canela.
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Tabla 4.- Prueba de Tukey para la variable porcentaje de germinacion en el inoculo del fitopatdgeno Botrytis cinerea Pers. purificacion,

In vitro.

TRATAMIENTOS # CONIDIAS 12H # CONIDIAS 14H # CONIDIAS 16H # CONIDIAS 18H # CONIDIAS 20H

T1 30,16 D 36,33 G 43,50 F G 5591 H I 92,66 |
T2 32,33D 3750GH 4483GH 53,75GH 80,91 H
T3 33,08 D 40,67 1 48,08 H 58,25 | 69,91 G
T4 31,66 D 39,50 H I 48,42 H 58,50 | 72,42 G
T5 33,08 D 3592FG 43,17 F G 5242 FG 72,92 G
T6 33,08 D 31,00 E 40,92 F 50,42 F 62,91 F
T7 33,08 D 3517FG 3517 E 3533 E 3517 E
T8 33,08 D 33,08EF 33,08 E 25,17D 25,17D
T9 25,17C 2517D 25,17 D 23,00 D 23,00CD
T10 23,00 C 23,00 D 23,00 D 23,00 D 23,00CD
T11 18,50 B 18,50 C 18,50 C 18,50 C 18,50 C
T12 17,08 B 14,83 B 14,58 B 14,16 B 13,25B
T13 2,7/5A 17,00BC 100,00 1 100,00 1 100,00 J
T14 0,00 A 0,00 A 0,00 A 0,00 A 0,00 A
E.E 0,75 0,58 0,74 0,64 1,01
CV 6,06 4,19 3,99 3,16 4,09
P.VALOR <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
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Estos resultados demuestran que la purificacién de Botrytis cinerea Pers. demostrd
ser susceptible a la solucion de canela en diferentes dosis, situacion que también
Silva-Espinoza et al., (2013) demostraron, que el aceite de hoja de canela aplicados
en frutos provoco una disminucion del crecimiento de micelios del hongo Botrytis
cinerea Pers. en la superficie de los frutos, ademas, el aceite incremento el contenido
de fenoles y flavonoides y la capacidad antioxidante de dichos frutos. Igualmente
Ochoa et al., (2012), evidenciaron que el extracto de chirimoya y canela producen

efectos inhibitorios sobre el crecimiento micelial y en la esporulacion del hongo.

5.1.2. Germinacion de conidias (GC) de Botrytis cinerea Pers. Sin Purificar, In

vitro bajo condiciones de laboratorio

La germinacién del inéculo de Botrytis cinerea Pers, sin purificacion se lo midio
igualmente en cinco tiempos diferentes, iniciando a las 12 horas luego de la
inoculacion, con una frecuencia de dos horas hasta llegar a la hora 20, el andlisis de
varianza, reporté significacion estadistica al 1% para los tratamientos (Anexo N°6) la
prueba de Tukey 12h00 después de la inoculacion (Tabla N°5) distribuyd los
tratamientos en 11 rangos de significacion, en el primer rango se ubicé el testigo
quimico con aplicacion de “Ciprodinil+Fludioxonil” con una germinacién del 0,33%
de conidias, en el rango dos el testigo Sin aplicacion de aceite de canela 23,33%
conidias germinadas, en el rango tres se encontrd el tratamiento con aceite de canela
en una dosis de 1.4 ml x L™ con 44,75% de conidias germinadas, las dosis de 1.3 ml
x L™ hasta 0.2 ml x L, registraron valores que oscilaron entre 54,00 hasta el 100 %

de conidias germinadas.

A partir de las 14 horas de la inoculacion, el andlisis de varianza registro
significacion estadistica al 1% para los tratamientos (Anexo N°7), la prueba de
Tukey (Tabla N°5) distribuyd los tratamientos en 10 rangos de significacién
diferentes, el testigo quimico en el primer rango mostré 0,33% de conidias, poniendo
en evidencia el efecto del “Ciprodinil + Fludioxonil”; el testigo sin aceite de canela
ocupo el segundo rango con 41,08% de conidias germinadas, en el tercer rango se
encontr al tratamiento con las dosis de 1.4 ml x L con 43,50% de conidias
germinadas. Los restantes tratamientos con dosis de 1.3 ml x L™ hasta 0.2 ml x L

registraron valores entre 57,41 y 100% de conidias germinadas.
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Tabla 5.- Prueba de Tukey para la variable porcentaje de germinacion en el inoculo del fitopatégeno Botrytis cinerea Pers. Sin
purificacién, In vitro.

TRATAMIENTOS # CONIDIAS 12H # CONIDIAS 14H # CONIDIAS 16H # CONIDIAS 18H # CONIDIAS 20H

T1 100,00 K 100,00 J 100,00 G 100,00 F 100,00 F
T2 100,00 K 100,00 J 100,00 G 100,00 F 100,00 F
T3 100,00 K 100,00 J 100,00 G 100,00 F 100,00 F
T4 96,00 J 98,00 I 100,00 G 100,00 F 100,00 F
T5 84,33 | 93,08 H 100,00 G 100,00 F 100,00 F
T6 80,00 H 84,33G 93,08 F 100,00 F 100,00 F
T7 83,00 | 74,08 F 74,33 E 74,58 E 7433 E
T8 73,58 G 73,66 F 73,66 E 73,66 E 73,66 E
T9 64,83 F 65,33 E 65,41 D 65,41 D 65,41 D
T10 58,17 E 58,50 D 58,50 C 58,58 C 58,58 C
T11 54,00 D 57,41D 57,41 C 57,41 C 57,41 C
T12 4475 C 4350 C 43,50 B 43,50 B 43,50 B
T13 23,33 B 41,08 B 100,00 G 100,00 F 100,00 F
T14 0,33A 0,33A 0,00 A 0,00 A 0,00 A
E.E 0,33 0,28 0,30 0,24 0,27
CV 0,95 0,80 0,79 0,63 0,70
P.VALOR < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
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A las 16 horas de la inoculacion el andlisis de varianza reportd significacion
estadistica al 1% para los tratamientos (Anexo N°8), la prueba de Tukey (Tabla N°5)
demostro que el testigo quimico a base de “Ciprodinil + Fludioxonil” se presentd en
el primer rango con 0% de conidias germinadas, el rango dos ocupé el tratamiento
con aceite de canela en dosis de 1.4 ml x L™ con 43,50% de conidias germinadas, en
el tercer rango las dosis de 1.3 ml x Ly 1.2 ml x L con 57,41 y 58,50% de conidias
germinadas respectivamente, valores de 57,41 hasta el 100% de conidias germinadas
se establecieron con los tratamientos con dosis de 1.0 ml x L™ hasta 0.2 ml x L* de

aceite de canela..

A las 18 horas de la inoculacién, el analisis de varianza, demostrd significacion
estadistica al 1% para los tratamientos (Anexo N°9), segun la prueba de Tukey
(Tabla N°5) el testigo quimico “Ciprodinil + Fludioxonil” se encontr6 en el primer
rango con 0% de conidias germinadas, la dosis 1.4 ml x L de aceite de canela con
43,50% de conidias germinadas se ubicé en el segundo rango, las dosis de 1.3 ml x
L hasta 0.2 ml x L™, registraron porcentajes de germinacion de conidias que oscilan
entre, 57,41 y 73,66%. El testigo sin aceite de canela presentd el 100% de conidias

germinadas.

A las 20 horas luego de la inoculacion, al realizar el analisis de varianza, se
comprob6 la existencia de significacion estadistica al 1% para los tratamientos
(Anexo N°10), la prueba de Tukey (Tabla N°5) registrd 6 rangos de significacion, el
primer rango se encontro al tratamiento testigo con compuesto quimico Ciprodinil +
Fludioxonil sin germinacion alguna, en el rango dos la dosis 1.4 ml x L™ mostro el
43,50 % de conidias germinadas, con las dosis de 1.3 ml x L™ hasta 0.2 ml x L de
aceite de canela se registraron valores variables entre 58,58 a 74,33% de germinacion
de conidias. Igual que en el caso anterior el tratamiento sin aceite de canela registro

el 100% de germinacion de conidias.

Estos resultados demostraron que el aceite de canela en Botrytis cinerea Pers. sin
tener purificacion alguna se inhibié en un 43,50% de la germinacion de conidios
aspecto que Jiménez y Mosquera (2014), demostraron que el extracto
diclorometanico de Ruta graveolens, inhibid la germinacion de conidios de B.cinerea

Pers. en un 57.5%. Igualmente Black Solis et al., (2017) también reportd que el
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aceite de la corteza de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume), fue efectivo para el

control del crecimiento micelial y la germinacion de esporas de los hongos.

5.2.1 Velocidad de crecimiento del tubo germinativo (VCTG), para Botrytis
cinerea Pers. Purificada.

La primera lectura sobre la velocidad de crecimiento del tubo germinativo del hongo
Botrytis cinerea Pers., se efectudé 24 horas luego de la inoculacion, el anélisis de
varianza reportd significacion estadistica al 1% para los tratamientos (Anexo N°11)
al respecto la prueba de Tukey (Tabla N°6), distribuyd los tratamientos en cuatro
rango de significacion ubicandose en el primer rango los tratamientos T14 (
Ciprodinil + Fludioxonil) y T3 (0.4 ml x L) con valores de 0,71 y 0,96 mm/d, en el
rango dos se ubicaron la mayoria de tratamientos con valores que varian entre 1,03 y
1,25 mm/d, en el tercer rango seis tratamientos registraron valores de 1,14 y 1,25
mm/d, esto nos demostré que el uso del fungicida “Ciprodinil + Fludioxonil”, es el
mejor tratamiento pues registra el valor més bajo en el crecimiento del tubo
germinativo, el uso de aceite de canela, resulto como el mejor tratamiento con una
dosis de 1.4 ml x L™ con un crecimiento igual a 0,96 mm/d. El tratamiento con
menor efecto en el crecimiento del hongo fue el T13 (sin aceite) con la mayor

velocidad de crecimiento (1,81 mm/d).

28 horas después de la inoculacién, la virulencia se mantuvo como la registrada a las
24 horas; el analisis de varianza, registro significacion estadistica al 1% para los
tratamientos (Anexo N°12), la prueba de Tukey (Tabla N°6), igualmente demostrd
cuatro rangos de significacion, en el primer rango se manifesté el tratamiento con el
fungicida “Ciprodinil + Fludioxonil”, el cual produjo un efecto positivo en inhibir el
crecimiento del tubo germinativo con 0,71 mm/d, en este mismo rango se encontro el
tratamiento T8 (0.9 ml x L), con un crecimiento de 0,95 mm/d siendo este el mejor
tratamiento con aceite de canela; el tratamiento que registré la mayor velocidad de
crecimiento fue el tratamiento T13, es decir aquel que no se utilizo aceite de canela,

con el mayor valor (1,51 mm/d).

47



Tabla 6: In_vitro: Velocidad de crecimiento del tubo germinativo (VCTG)

Botrytis cinerea Pers. Purificacion.

Tratamientos # Tubo # Tubo # Tubo
germinativo 24h germinativo 28h germinativo 32h
T1 1,14BC 1,26 BCD 161BCD
T2 1,04 B 107ABC 1,82D
T3 0,96 AB 1,27BCD 1,75CD
T4 1,38C 1,17BCD 156 BCD
T5 1,07 B 1,18BCD 149BCD
T6 1,03B 1,34CD 134ABCD
T7 1,18BC 1,12BCD 1,11ABC
T8 1,05B 095ABC 098AB
T9 1,13BC 0,89 AB 1,17ABCD
T10 125BC 1,04ABC 1,03AB
T11 1,17BC 1,08ABC 1,17ABCD
T12 1,16 BC 1,14BCD 126 ABCD
T13 181D 151D 1,63BCD
T14 0,71 A 0,71 A 0,71 A
E.E 0,01 0,02 0,07
CcVv 10,43 13,48 20,18
P.vVALOR < 0,0001 <0,0001 <0,0001

A las 32 horas de la inoculaciéon el analisis de varianza report6 significacion
estadistica al 1% para los tratamientos (Anexo N°13), la prueba de Tukey (Tabla
N°6) demostr6 que el efecto de los tratamientos present6 valores similares, por esta
razon se observaron varios tratamientos ocupando hasta tres rangos de significacion;
el efecto del tratamiento con fungicida “Ciprodinil + Fludioxonil” (T14), como en los
casos anteriores presentd el menor valor de crecimiento (0,71 mm/d), el uso de aceite
de canela fue mas eficiente en concentraciones de (0.9 ml x L) y (1.2 ml x L) con
valores de 0,98 y 1,03 mm/d, el tratamiento (T13) sin aplicacién de aceite de canela
registro la mayor velocidad de crecimiento (1,63 mm/d), seguido del tratamiento con
dosis de (0.2 ml x LY), el cual evidencié un valor de 1,61 mm/d.
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5.2.2  Velocidad de crecimiento del tubo germinativo (VCTG), para Botrytis

cinerea Pers. Sin Purificar.

Respecto a la velocidad de crecimiento con Botrytis cinerea Pers. sin purificacion, el
analisis de varianza, reporto significacion estadistica al 1% para los tratamientos
(Anexo N°14) al realizar la prueba de Tukey (Tabla N°7), evidencio 7 rango de
significacion; en el primer rango se ubicaron los tratamientos T14 (Ciprodinil +
Fludioxonil), T6 (0.7 ml x L) y T4 (0.5 ml x L) con valores de 0,71, 0,85 y 0,96
mm/d respectivamente; estos resultados demostraron, que el mejor tratamiento con
aceite de canela es la dosis de 0.7 ml x L, en el tltimo rango se ubicaron varios
tratamientos entre ellos el T13 (Sin aplicacion de aceite) y T11 (1.3 ml x L) con los
mayores valores de velocidad de crecimiento (1,61 y 1,72 mm/d), los cuales

demostraron poco o ningln efecto del aceite de canela sobre Botrytis cinerea Pers.

A las 28 horas, el analisis de varianza registré significacion estadistica al 1% para los
tratamientos (Anexo N°15), la prueba de Tukey (Tabla N°7) pusé de manifiesto
cuatro rangos de significacién con tendencias similares a los registrados a las 24
horas, el tratamiento que presento el menor valor de crecimiento del tubo
germinativo (0,72mm/d) es el tratamiento testigo con fungicida. Las diferentes dosis
de aceite de canela ejercen un efecto limitado con valores que oscilan entre 1,17 y
1,66 mm/d; de ellos el mejor tratamiento es el T4 (0.5 ml x L) que se ubico en el
segundo rango. EIl tratamiento sin ningun efecto sobre el crecimiento del tubo
germinativo resulto el T13 (sin aplicacién de aceite de canela) con el mayor valor
(1,59 mm/d).

A las 32 horas el analisis de varianza registro significacion estadistica al 1% para los
tratamientos (Anexo 16), segun la prueba de Tukey (Tabla 7) el efecto de los
tratamientos fue mas evidente, ya que se registraron tres rangos de significacién
claramente definidas, en el primer rango se registr6 al T14 con el fungicida
“Ciprodinil + Fludioxonil” con un valor de 0,71 mm/d. En el segundo rango se
encontraron 8 tratamientos con valores entre 1,12 y 1,30 mm/d, en este caso los
tratamientos con limitado efecto sobre el crecimiento del tubo germinativo fueron el
T9 (1.0 ml x LY y T10 (1.2 ml x L) con valores de 1,54 y 1,51 mm/d

respectivamente.
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Tabla 7: In vitro: Velocidad de crecimiento del tubo germinativo (VCTG)

Botrytis cinerea Pers. Sin Purificacion.

Tratamientos # Tubo # Tubo # Tubo
germinativo 24h germinativo 28h germinativo 32h
T1 122CDEF 1,30BC 1,24BC
T2 130DEFG 131BC 1,26 BC
T3 1,17CDE 131BC 1,25BC
T4 096ABC 1,17B 1,12B
T5 1,05BCD 1,18 B 1,13B
T6 0,85AB 141BCD 1,35BC
T7 146 EFGH 1,38BCD 1,38BC
T8 149FGH 1,39BCD 1,38BC
T9 150FGH 1,27 B 1,54C
T10 159G H 145BCD 151C
T11 1,72 H 1,66 D 1,30BC
T12 148FGH 1,45BCD 1,46 C
T13 161 H 159CD 1,48 C
T14 0,71 A 0,71 A 0,71 A
E.E 0,01 0,02 0,02
CV 8,69 9,54 9,70
P.vALOR <0,0001 < 0,0001 <0,0001

5.3. Citohistoquimica In vitro.

Los resultados del test In vitro de Botrytis cinerea Pers. sometidos a purificacion se

analizaron organograficamente, identificando los potenciales sitios de accion,

afectados por los ingredientes activos “benzaldehido y cuminaldehido” del aceite de

canela CINAMONE®. Al respecto es importante sefialar que los tratamientos de 0.2 ml

x L hasta 0.8 ml x L, no evidenciaron ningtin cambio en la estructura del tubo

germinativo. Los cambios se observaron a partir de la dosis 0.9 ml x L™ hasta 1.4 ml

x L1, cuyos resultados son analizados a continuacion.
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Fig. 1. Efectos de la dosis 0.9

m x L! en el tubo

Fig. 2. Efectos de la dosis 1.4 ml

x LT en el tubo germinativo.
Fase A
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Fig. 2. Efectos de la dosis 1.4 ml
x L1 en el tubo germinativo.
Fase B

Con las dosis 0.9 ml x L se observo calcinacion,
desprendimiento del tubo germinativo, asi como
efectos relacionados con mutaciones
(Enrollamiento del tubo), como se observa en la
Figura 1, aspectos que también son sefialados por
Black Solis, et al, (2017), Al realizar trabajos
investigativos sobre la Caracterizacion quimica,
variabilidad composicional y modelamiento
matematico del efecto de aceites esenciales en

Alternaria alternata.

En la figura 2 (Fase A) se observa el efecto
producido por la accién de la dosis 1.4 ml x L7,
la cual provoca la union de lipidos vy
polisacaridos, reacciones que también son
reportadas por Gomez Alvarez, (2012) en
trabajos realizados con el Biocontrol de Botrytis
cinerea a partir de extractos fenolicos de fresa.
Quien sefiala que esta reaccién induce la
reduccion de la Cutinasa considerada como el

mecanismo de defensa en las plantas.

Con las dosis 1.4 ml x L los efectos de los
ingredientes activos del CINAMON® son
letales, pues se observa claramente la
inactividad del microorganismo. Por la
destruccién de la pared celular como se observa
en la figura 2 (Fase B). Resultados similares se
registr6 en la investigacion realizada por
Barrera y Garcia, (2018) Quien ademas sefiala el
aceite de Cinnamomum zeylanicum, exhibi6 una
inhibicion del crecimiento micelial dependié de

las diversas dosis incrementadas.
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5.3.4. INVIVO.

Determinacion de modos de accion por medio de cito histoquimica.

Los resultados del test in vivo, igualmente se analizaron organogréaficamente los
potenciales sitios de accion, y su efecto por los ingredientes activos del aceite de
canela CINAMON®. En este caso los efectos se evidenciaron a partir de la dosis 1.0

ml x L™ hasta 1.4 ml x L%, cuyos resultados se describen a continuacion.

@ B 6B M . o . . -,
it ¥, S o En la figura 3 se observa la hidratacion de las estructuras de
2 Ve o8 # L . .
. M e propagacion como son los conidios; Proceso que permiten
S 2 » v
> R P . . . -
BAS)S8 %j Qe establecer interacciones hidrofobicas que en una segunda fase
a .27 €, &
. & £ . ., p- ,
ST, Ep8 %  coadyuvan a su germinacién, Como lo manifiesta Gémez
SR R &
g ANA & Alvarez, (2012)

Fig. 3. Botrytis cinerea Pers. hidratacion
de conidias. (Lagos, 2018)

¥ La segunda fase (Fig. 4) se observo la germinacion del

conidio y se forma una matriz compuesta de lipidos,

: polisacaridos y melanina, materiales que permiten a que el

A R hongo pueda adherirse a la superficie del hospedero, como
2 7;-"\ - lo sefiala Gomez Alvarez, (2012)

Ve

Fig. 4. Botrytis cinerea Pers.

matriz compuesta. (Lagos 2018)

En estas circunstancias Botrytis cinerea Pers. es capaz
de producir sustancias que tienden a descomponer el
A 253 material vegetal para facilitar la penetracion gracias a
' ‘ la accion de la Cutinasa, enzima que destruye la
cutina, lo cual es la primera barrera de proteccion que
A b8 dispone la planta, otras enzimas que actuando son la
pectinasa y las lipasas en la pared celular, como lo

describe Gémez Alvarez, (2012)

Fig. 5. Botrytis cinerea Pers.

(Lagos, 2018) 59



CAPITULO VI
CONCLUSIONES, BIBLIOGRAFIA Y ANEXOS

6.1. CONCLUSIONES

La germinacion del inculo més bajo se registrd con los tratamientos con aceite de
canela en dosis de 1.3 y 1.4 mL x L™ con valores de 18,5 y 17,08 % de conidios
germinadas en su orden, con dosis inferior entre 0,2 y 0,9 ml x L, el porcentaje de
conidios fueron los mas altos entre 30,16 y 33,08 %,. En el transcurso de las
evaluaciones que ocurrieron cada dos horas, se observd que el porcentaje de
germinacion vario, a las 20 horas luego de la inoculacion con dosis de 1.4 mL x L%,
el valor fue de 13,25; en tanto que con dosis bajas el porcentaje de germinacion de
los conidios llegod sobre el 90%. Estos resultados demostraron que Botrytis cinerea
Pers. Purificado es susceptible a la solucion de canela en determinadas dosis. La
germinacion del indculo de Botrytis cinerea Pers, sin purificacion siguié tendencias
similares; el tratamiento con aceite de canela en dosis de 1.4 ml x LY fue la que
experimentd menor porcentaje de germinacion de los conidios con 44,75%, con dosis
de 0.2 ml x L, registraron valores iguales al 54,00 . A las 20 horas de la
inoculacion los valores de inhibicion en la germinacion de conidios fueron de 43,5%

y 78 ,33 % respectivamente.

La velocidad de crecimiento del tubo germinativo del hongo Botrytis cinerea Pers.,
purificado, se efectud 24 horas luego de la inoculacion, comprobandose que el aceite
de canela actué como el mejor tratamiento con dosis de 1.4 ml x L con un
crecimiento igual a 0,96 mm/d; a las 32 horas con este mismo tratamiento la
velocidad de germinacién fue de 0.71 mm/d. Al analizar la velocidad de crecimiento
del tubo germinativo del hongo Botrytis cinerea Pers., sin purificar se evidencio
tendencias similares. En este caso los tratamientos con limitado efecto sobre el
crecimiento del tubo germinativo fueron el T9 (1.0 ml x L) y T10 (1.2 ml x L) con

valores de 1,54 y 1,51 mm/d respectivamente.

Los resultados del test In vitro de Botrytis cinerea Pers., sometidos a purificacion
fueron analizados organograficamente, identificando que el aceite de canela
(CINAMON), en dosis de 0.2 ml x L hasta 0.8 ml x L%, no evidenciaron ningun
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cambio en la estructura del tubo germinativo. Los cambios se observaron a partir de
la dosis 0.9 ml x L hasta 1.4 ml x L, se observo calcinacion, desprendimiento del
tubo germinativo, asi como efectos que pueden estar relacionados con mutaciones
(Enrollamiento del tubo), ademas de la reduccién de la Cutinasa considerada como el
mecanismo de defensa en las plantas, destruccion de la pared celular vy
consecuentemente reduccion de la actividad microbiana. In vivo los resultados

evidenciaron tendencias similares a partir de la dosis 1.0 ml x L™ hasta 1.4 ml x L™

En todas las variables evaluadas el testigo quimico con el fungicida “Ciprodinil +
Fludioxonil”, presentd los mejores resultados, a diferencia del testigo “sin aceite de

canela” que registro los resultados significativamente mas negativos.
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6.3. ANEXOS

6.3.1. Analisis de varianza B. cinerea Pers Purificado.

Anexo. 1. Andlisis de Varianza lectura de Botrytis cinerea Pers. purificado.
08HO00

Fde V. S.C gl CM F
Bloques 2,83 3 0,94 0,42 N.S.
Tratamientos 6716,92 13 516,69 230,04 **
Error Exp. 78,60 39 2,25

Total 6807,34 55

C.V. 6,06

N.S. No Significativo

fale Significativo al 1%

Anexo. 2. Andlisis de Varianza lectura de Botrytis cinerea Pers. purificado.
10H00

Fde V. S.C gl CM F
Bloques 7,43 3 2,48 1,84 N.S.
Tratamientos 7205,70 13 554,28 411,76 **
Error Exp. 52,50 39 1,35

Total 7265,64 55

C.Vv. 4,19

N.S. No significativo

*x Significativo al 1%



Anexo. 3. Andlisis de Varianza lectura de Botrytis cinerea Pers. purificado.

12H00
Fde V. S.C gl CM F
Bloques 12,38 3 4,13 1,89 N.S.
Tratamientos 27791,31 13 2137,79 981,68 **
Error Exp. 84,93 39 2,18
Total 27888,61 55
C.V. 3,99
N.S. No significativo
fake Significativo al 1%

Anexo. 4. Andlisis de Varianza lectura

de Botrytis cinerea Pers. purificado.

14H00
Fde V. S.C gl CM F
Bloques 36,37 3 12,12 7,36 **
Tratamientos 34099,61 13 2623,05 1592,98 **
Error Exp. 64,22 39 1,65
Total 34200,20 55
C.V. 3,16
*x Significativo al 1%

Anexo. 5. Analisis de Varianza lectura

de Botrytis cinerea Pers. purificado.

16H00
FdeV. S.C al CM F
Bloques 51,81 3 17,27 4,26 *
Tratamientos 55989,15 13 4306,86 1062,08 **
Error Exp. 158,15 39 4,06
Total 56199,11 55
C.V. 4,09
* Significativo al 5%
*x Significativo al 1%



6.3.2. Andlisis de varianza B. cinerea Pers sin purificar.

Anexo. 6. Analisis de Varianza lectura de Botrytis cinerea Pers. Sin purificar.
08HO00

FdeV. S.C al CM F
Bloques 1,06 3 0,35 0,84 N.S.
Tratamientos 47732,36 13 1,72 8689,75 **
Error Exp. 16,48 39 0,42

Total 47749,91 55

C.V. 0,95

N.S. No significativo

*x Significativo al 1%

Anexo. 7. Analisis de Varianza lectura de Botrytis cinerea Pers. Sin purificar.
10H00

FdeV. S.C al CM F
Bloques 0,43 3 0,14 0,45 N.S.
Tratamientos 43804,89 13 3369,61 10635,15 **
Error Exp. 12,36 39 0,32

Total 43817,68 55

C.V. 0,80

N.S. No significativo

*x Significativo al 1%



Anexo.8. Analisis de Varianza lectura de Botrytis cinerea Pers. Sin purificar.

12h00
Fde V. S.C gl CM F
Bloques 0,20 3 0,07 0,18 N.S.
Tratamientos 45408,92 13 3492,99 9543,48 **
Error Exp. 14,27 39 0,37

Total 45423,39 55

C.V. 0,79

N.S. No significativo

fake Significativo al 1%

Anexo. 9. Andlisis de Varianza lectura de Botrytis cinerea Pers. Sin purificar.

14h00
Fde V. S.C gl CM F
Bloques 0,55 3 0,18 0,77 N.S.
Tratamientos 46508,89 13 3577,61 15109,33 **
Error Exp. 9,23 39 0,24

Total 46518,67 55

C.V. 0,63

N.S. No significativo

fale Significativo al 1%

Anexo. 10. Andlisis de Varianza lectura de Botrytis cinerea Pers. Sin purificar.

16h00
FdeV. S.C gl CM F
Bloques 0,34 3 0,11 0,39 N.S.
Tratamientos 46513,27 13 3577,94 12290,19 **
Error Exp. 11,35 39 0,29

Total 46524,96 55

C.V. 0,70

N.S. No significativo

*x Significativo al 1%



6.3.3. Andlisis de varianza crecimiento tubo germinativo Botrytis cinerea Pers.
Purificado.

Anexo. 11. Analisis de Varianza lectura de Botrytis cinerea Pers. purificado.
08HO00

FdeV. S.C al CM F
Bloques 0,02 3 0,01 0,51 N.S.
Tratamientos 3,09 13 0,024 16,64 **
Error Exp. 0,56 39 0,01

Total 3,76 55

C.V. 10,43

N.S. No significativo

*x Significativo al 1%

Anexo. 12. Analisis de Varianza lectura de Botrytis cinerea Pers. purificado
12h00

Fde V. S.C gl CM F
Bloques 0,15 3 0,05 2,13 N.S.
Tratamientos 2,04 13 0,16 6,84 **
Error Exp. 0,89 39 0,02

Total 3,08 55

C.V. 13,48

N.S. No significativo

fale Significativo al 1%

Anexo. 13. Analisis de Varianza lectura de Botrytis cinerea Pers. purificado
16h00

FdeV. S.C gl CM F
Bloques 0,26 3 0,09 1,21 N.S.
Tratamientos 5,45 13 0,42 5,83 **
Error Exp. 2,80 39 0,07

Total 8,51 55

C.V. 20,18

N.S. No significativo

*x Significativo al 1%



6.3.4. Andlisis de varianza crecimiento tubo germinativo Botrytis cinerea Pers.

Sin purificar.

Anexo. 14. Andlisis de Varianza lectura de Botrytis cinerea Pers. Sin purificar
08h00

Fde V. S.C gl CM F
Bloques 0,07 3 0,02 1,76 N.S.
Tratamientos 4,98 13 0,38 30,30 **
Error Exp. 0,49 39 0,01

Total 5,54 55

C.V. 8,69

N.S. No significativo

fale Significativo al 1%

Anexo. 15. Andlisis de Varianza lectura de Botrytis cinerea Pers. Sin purificar
12h00

Fde V. S.C gl CM F
Bloques 0,03 3 0,01 0,64 N.S.
Tratamientos 2,62 13 0,20 12,59 **
Error Exp. 0,62 39 0,02

Total 3,27 55

C.V. 9,54

N.S. No significativo

fale Significativo al 1%

Anexo. 16. Andlisis de Varianza lectura de Botrytis cinerea Pers. Sin purificar
16h00

FdeV. S.C gl CM F
Bloques 0,02 3 0,01 0,50 N.S.
Tratamientos 2,36 13 0,18 11,57 **
Error Exp. 0,61 39 0,02

Total 3,00 55

C.V. 9,70

N.S. No significativo

** Significativo al 1%



6.3.5. Datos de campo, lectura de Botrytis cinerea Pers. Purificado.

Anexo. 17. Lecturas a las 08H00

08HO0
TRATAMIENTOS | I 1] \%
T1 30 29,33 30,66 30,66
T 31,33 32,66 32,66 32,66
T3 32,33 32,33 33,33 34,33
T4 31,66 31,66 31,66 31,66
T5 32,33 32,33 33,33 34,33
T6 32,33 32,33 33,33 34,33
T7 32,33 32,33 33,33 34,33
T8 32,33 32,33 33,33 34,33
T9 27,33 24 25 24,33
T10 25,33 21,33 23 22,33
T11 21,33 16 18,33 18,33
T12 17,33 22,33 14,33 14,33
T13 2 2,33 3 3,66
T14 0 0 0 0
Anexo. 18. Lecturas a las 10H00
10HO0
TRATAMIENTOS | 1] 1l v
T1 35,66 35,66 36,66 37,33
T 37,66 37,33 37,33 37,66
T3 40 41 40 41,66
T4 39,33 38,33 40,33 40
T5 35 35,33 36,33 37
T6 30,66 31 31 31,33
T7 35 35,33 35,33 35
T8 32,33 32,33 33,33 34,33
T9 27,33 24 25 24,33
T10 25,33 21,33 23 22,33
T11 21,33 16 18,33 18,33
T12 17,33 13,33 14,33 14,33
T13 14,66 18,33 16,66 18,33
T14 0 0 0 0
Anexo. 19. Lecturas a las 12H00
12H00
TRATAMIENTOS | Il 1] v
T1 41,66 44,33 42 46
T2 45 44,33 44 46
T3 47,66 48,33 46,33 50
T4 49 47,66 49 48
T5 40 42,33 45,33 45
T6 43,33 41 39 40,33
T7 35 35,33 35,33 35
T8 32,33 32,33 33,33 34,33
T9 27,33 24 25 24,33
T10 25,33 21,33 23 22,33
T11 21,33 16 18,33 18,33
T12 17,33 12,33 14,33 14,33
T13 100 100 100 100
T14 0 0 0 0




Anexo. 20. Lecturas a las 14H00

14H00

TRATAMIENTOS | Il 1] v
T1 57,33 54,66 56 55,66
T2 54 53 53,33 54,66
T3 58 57,33 56,33 61,33
T4 61,33 58 57 57,66
T5 51 52 52,33 54,33
T6 54 50,33 49,33 48
T7 35,66 35,33 35,33 35
T8 27,33 24 25 24,33
T9 25,33 21,33 23 22,33
T10 25,33 21,33 23 22,33
T11 21,33 16 18,33 18,33
T12 15,66 12,33 14,33 14,33
T13 100 100 100 100
Ti14 0 0 0 0

Anexo. 21. Lecturas a las 16H00
16H00

TRATAMIENTOS | I 1] \%
T1 95,33 94,33 92,66 88,33
T 85,66 81 80,33 76,66
T3 69,33 67,33 68,66 74,33
T4 79 71 71 68,66
T5 73 72 72,33 74,33
T6 64 63,66 62,66 61,33
T7 35 35,33 35,33 35
T8 27,33 24 25 24,33
T9 25,33 21,33 23 22,33
T10 25,33 21,33 23 22,33
T11 21,33 16 18,33 18,33
T12 12 12,33 14,33 14,33
T13 100 100 100 100
T14 0 0 0 0

6.3.6. Datos de campo, lectura de Botrytis cinerea Pers. Sin purificacion.

Anexo. 22. Lecturas a las 08H00

08HOO

TRATAMIENTOS I I 1 v
T1 100 100 100 100
T 100 100 100 100
T3 100 100 100 100
T4 9 9 9 96
TS 84,33 84,33 84,33 84,33
T6 80 80 80 80
T7 82,66 84 83 82,33
T8 73 72,66 72,66 76
T9 65 65 65 64,33
T10 58,33 58,33 58 58
T11 54 54 54 54
T12 a4 a4 a4 47
T13 23,33 22,66 24 23,33
T14 0,33 0,33 0,33 0,33



Anexo. 23. Lecturas a las 10H00

10H00
TRATAMIENTOS | Il 1] v
Tl 100 100 100 100
T2 100 100 100 100
T3 100 100 100 100
T4 98 98 98 98
T5 91,66 93,33 93,66 93,66
T6 84,33 84,33 84,33 84,33
T7 74,66 74,66 74 73
T8 73,33 72,66 72,66 76
T9 65,33 65,33 65,33 65,33
T10 58,66 58,66 58,33 58,33
T11 57,33 57,33 57,33 57,66
T12 43,66 43,33 43,66 43,33
T13 40,66 Vx| 41,33 41,33
T14 0,33 0,33 0,33 0,33
Anexo. 24. Lecturas a las 12H00
12HO00
TRATAMIENTOS | Il 1] v
T1 100 100 100 100
T2 100 100 100 100
T3 100 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100
T6 91,66 93,33 93,66 93,66
T7 75,66 74,66 74 73
T8 73,33 72,66 72,66 76
T9 65,33 65,33 65,66 65,33
T10 58,66 58,66 58,33 58,33
T11 57,33 57,33 57,33 57,66
T12 43,66 43,33 43,66 43,33
T13 100 100 100 100
T14 0 0 0 0
Anexo. 25. Lecturas a las 14H00
14H00
TRATAMIENTOS | Il 1] v
T1 100 100 100 100
T2 100 100 100 100
T3 100 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100
T6 100 100 100 100
T7 75,66 74,66 74 74
T8 73,33 72,66 72,66 76
T9 65,33 65,33 65,66 65,33
T10 58,66 58,66 58,33 58,66
T11 57,33 57,33 57,33 57,66
T12 43,66 43,33 43,66 43,33
T13 100 100 100 100
T14 0 0 0 0




Anexo. 26. Lecturas a las 16H00

16H00

TRATAMIENTOS I I 1 v
T1 100 100 100 100
T 100 100 100 100
T3 100 100 100 100
T4 100 100 100 100
TS 100 100 100 100
T6 100 100 100 100
T7 75,66 74,66 74 73
T8 73,33 72,66 72,66 76
T9 65,33 65,33 65,66 65,33
T10 58,66 58,66 58,33 58,66
T11 57,33 57,33 57,33 57,66
T12 43,66 43,33 43,66 43,33
T13 100 100 100 100
T14 0 0 0 0

6.3.7. Datos de campo, lecturas

germinativo. Purificacion.

Anexo. 27. Lecturas a las 08H00

de velocidad de crecimiento del

Anexo. 28. Lecturas a las 12H00

08HOO
TRATAMIENTOS I I 1 v
T1 1,15 1,15 1,27 0,97
T 1,09 1,06 0,99 1,01
T3 0,88 1,07 0,99 0,91
T4 1,41 1,41 1,10 1,58
TS 1,11 0,95 1,06 1,17
T6 0,97 1,02 1,12 0,99
T7 1,36 1,00 1,29 1,05
T8 0,98 1,12 1,14 0,97
T9 1,11 1,17 1,08 1,14
T10 1,28 1,28 1,27 1,15
Ti1 1,07 1,33 1,19 1,07
T12 1,11 1,15 1,26 1,10
T13 2,13 1,62 1,71 1,79
T14 0,71 0,71 0,71 0,71
12H00
TRATAMIENTOS I I 1 v
T1 1,19 1,25 1,47 1,11
T2 0,99 1,06 1,17 1,07
T3 1,48 1,03 1,23 1,34
T4 1,00 1,07 1,24 1,37
TS 1,26 1,17 1,14 1,14
T6 1,19 1,28 1,40 1,48
T7 1,11 1,07 1,24 1,05
T8 0,88 1,03 1,07 0,82
T9 0,90 0,93 0,92 0,80
T10 0,88 0,98 1,16 1,14
T11 1,10 1,11 1,03 1,09
T12 0,97 1,22 1,23 1,14
T13 1,10 1,99 1,73 1,23
T14 0,71 0,71 0,71 0,71

10
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Anexo. 29. Lecturas a las 16H00

16H00
TRATAMIENTOS I I 1 v
T1 1,89 1,44 1,52 1,59
T 2,58 1,87 1,63 1,18
T3 2,29 1,22 1,42 2,05
T4 1,53 1,45 1,56 1,70
TS 1,26 1,45 1,56 1,70
T6 1,13 1,10 1,78 1,35
T7 1,20 1,06 1,24 0,92
T8 0,94 1,02 1,03 0,93
T9 1,02 1,18 1,19 1,27
T10 0,94 0,96 1,22 0,99
Ti1 1,11 1,24 1,22 1,12
T12 1,22 1,15 1,55 1,10
T13 1,83 1,22 1,42 2,05
T14 0,71 0,71 0,71 0,71

6.3.8. Datos de campo, lecturas de velocidad de crecimiento tubo germinativo.

Sin purificacion.

Anexo. 30. Lecturas a las 08H00

08HOO
TRATAMIENTOS I I 1 v

T1 1,22 1,22 1,22 1,22
T 1,24 1,32 1,32 1,32
T3 1,39 0,81 1,24 1,24
T4 1,17 0,89 0,89 0,89
TS 1,11 0,97 1,03 1,10
T6 1,01 0,77 0,80 0,80
T7 1,31 1,57 1,54 1,42
T8 1,49 1,50 1,56 1,39
T9 1,72 1,56 1,32 1,41
T10 1,54 1,52 1,77 1,51
Ti1 1,81 1,68 1,85 1,55
T12 1,47 1,54 1,47 1,43
T13 1,59 1,62 1,62 1,62
T14 0,71 0,71 0,71 0,71

11



Anexo. 31. Lecturas a las 12H00

Anexo. 32. Lecturas a las 16H00

Anexo. 33. Porcentaje de crecimiento del hongo bajo

Crecimiento del hongo

canela.

12H00
TRATAMIENTOS I I 1 v

T1 1,30 1,30 1,30 1,30

T 1,23 1,34 1,34 1,34

T3 1,08 1,50 1,32 1,32

T4 1,00 1,07 1,37 1,22

TS5 1,26 1,11 1,20 1,14

T6 1,20 1,28 1,71 1,46

T7 1,48 1,32 1,36 1,36

T8 1,50 1,24 1,33 1,50

T9 1,24 1,32 1,19 1,33

T10 1,33 1,64 1,49 1,32

T11 1,55 1,75 1,46 1,86

T12 1,60 1,30 1,54 1,36

T13 1,59 1,59 1,59 1,59

T14 0,71 0,71 0,71 0,71

16H00
TRATAMIENTOS I I 1 v

T1 1,24 1,24 1,24 1,24
T 1,18 1,28 1,28 1,28
T3 1,04 1,43 1,26 1,26
T4 0,97 1,03 1,31 1,17
TS 1,20 1,06 1,15 1,10
T6 1,15 1,22 1,62 1,39
T7 1,44 1,46 1,25 1,36
T8 1,26 1,52 1,42 1,33
T9 1,48 1,53 1,44 1,71
T10 1,70 1,57 1,52 1,23
Ti1 1,22 1,17 1,28 1,53
T12 1,49 1,59 1,33 1,43
T13 1,52 1,48 1,48 1,45
T14 0,71 0,71 0,71 0,71

5L72 4986 50,00 50,40

T1

T2

47,50

Botrytis cinerea Pers.

m Scriesl -

T7

T8

Lineal (Series1)

Tratamientos: Dosis Tabla N°2

12

el efecto del aceite de

63,95
14,78
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T2 T13 TLI



CAPITULO VII
PROPUESTA

7.1. TITULO

UTILIZACION DE ACEITE DE CANELA (Cinnamomum zeylanicum Blume)
PARA EL MANEJO DE Botrytis cinerea Pers EN CULTIVOS COMERCIALES

7.2. DATOS INFORMATIVOS

La propuesta estd enfocada en el uso de aceite de canela a partir de la dosis de 1.4 ml
x L en los cultivos comerciales del Ecuador, con el asesoramiento de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato y los laboratorios
Bionika.

7.3. ANTECEDENTES DE LA PROPUESTA

Debido a las amenazas fitosanitarias que tienen los cultivos comerciales (Flores,
hortalizas y frutos) por el hongo Botrytis cinerea el cual provoca gue las flores no se
abran, se opt6 por una alternativa de investigacion diferente lo cual es el uso de
aceite de canela con diversas dosis dando como mejor resultado la dosis de 1.4 ml x
L tanto en in vitro como para in vivo, en lo consiguiente se debera emplear en
campo abierto o invernaderos partiendo desde la dosis 1.4 ml x L mediante
pulverizacion; lo cual dio como efecto la calcinacion del tubo germinativo del hongo
y asi se evito su proliferacion y consecuentemente aumento en este caso la proteccién

de rosas, dado su mejor estado sanitario.

7.4. JUSTIFICACION

En los sistemas productivos de flores, hortalizas y frutos se estan buscando nuevas
estrategias de control bioldgico a través de diferentes tipos de microorganismos para
reducir el riesgo de resistencia del patdgeno, debido al mal uso de agroquimicos y su
mal asesoramiento ya que el control de esta enfermedad depende principalmente de

las aplicaciones frecuentes de fungicidas, la evolucion de Botrytis cinerea ha creado

1



resistencia a diferentes clases de fungicidas, en consecuencia los productores estan
buscando nuevas alternativas de control a menor costo y a mayor rentabilidad,
ademas buscando evitar la contaminacion ambiental y de los alimentos en procura de

la salud de los seres humanos..

7.5. OBJETIVOS

Aplicar aceite de canela a partir de dosis de 1.4 ml x L™ para el manejo de Botrytis

cinerea Pers en cultivos comerciales de flores, hortalizas y frutos.

7.6. ANALISIS DE FACTIBILIDAD

La investigacion “EFECTO DEL ACEITE DE CANELA (Cinnamomum zeylanicum
Blume) EN Botrytis cinerea Pers. IN VITRO e IN VIVO” demostré resultados
positivos en el manejo de Botrytis cinerea Pers. en rosa, bajo la metodologia
utilizada es factible la aplicacién de la tecnologia desarrollada en flores, frutas y
hortalizas. El aceite de canela CINAMON se comercializa frecuentemente y la
tecnologia de aplicacion no es complejo.

7.7. FUNDAMENTACION

La eficacia y especificidad de distintos aceites sobre el control de hongos
fitopatdgenos, es evidente, al respecto se enfatiza que el aceite de limén y canela
inhiben el desarrollo de Botrytis cinerea Pers, Fusarium oxysporum, Aspergillus
parasiticus, siendo de vital importancia potenciar el uso de aceites para desarrollar

una agricultura limpia, ya que los mismos al ser usados no dejan residuos toxicos.

7.8. METODOLOGIA, MODELO OPERATIVO

a) Produccion del biofungicida
- Colocar 3cc de alcohol industrial a temperatura de 25°C. en un litro de agua
con 200 microlitros de tween 80 o jabon y 200 microlitros de 7 action,

después agregar el aceite de canela, en dosis de 1.4 ml x L en los cultivos.



- Para preparar una bomba de 20 litros se recomienda: 10 cc de alcohol
industrial, 40 gotas de tween 80 y 40 gotas de 7action, después agregar 28 ml
x L1, homogenizar bien la solucion para su debida pulverizacion.

- Para uso comercial preparar la cantidad necesaria utilizando los valores
correspondientes.

- Aplicar en los cultivos por pulverizacion con bomba manual.

7.9. ADMINISTRACION

Se trabajard con floricultores, horticultores y fruticultores, juntamente con la
Facultad de Ciencias Agropecuarias (Unidad de Vinculacién con la comunidad) y la

asesoria técnica de los laboratorios BIONIKA, BiocontrolScience.

7.10. PREVISION DE LA EVALUACION

Se socializara La tecnologia para su aplicacion mediante charlas explicativas sobre
los beneficios y el uso del producto del aceite de canela. Luego de un afio se evaluara
el nivel de aplicacion de la tecnologia mediante visitas a floricultores, horticultores y

fruticultores.



