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RESUMEN

La investigacion se llevé a cabo los Laboratorios de Suelos de Servicio al Publico y de
Microbiologia agricola y ambiental perteneciente a la Universidad Técnica de Ambato,
Facultad de Ciencias Agropecuarias, situada en el cantén Cevallos, provincia de
Tungurahua, a una distancia 20 km al sur de Ambato, con una altitud de 2850 msnm, con
el propdsito evaluar in vitro el efecto de tres extractos vegetales de ashpa quinua
(Chenopodium album), cabuya negra (Agave americana) y cabuya blanca (Furcraea
andina) para el control de Phytophthora infestans y Puccinia pittieriana en papa (Solanum
tuberosum) en dosis del 0%, 0.5%, 1%, 2%y 4% (p/v).

Para la evaluacion se aplico un disefio completamente al azar (DCA), donde se incluyeron
treinta tratamientos y dos testigos comerciales para cada enfermedad, con cuatro
repeticiones, se efectud el analisis PROBIT y se realizaron las pruebas de significacion de
Tukey al 5%, donde se obtuvieron los siguientes resultados: para la variable de
crecimiento de los hongos en el medio de cultivo el extracto mas efectivo fue de ashpa
quinua al 1% en el control P. infestans, presentando un menor crecimiento miceliar de
2.73 cm, mientras que el testigo comercial (metalaxil) reporta un crecimiento miceliar de
2,45 cm y para el control de P. pittieriana el extracto de cabuya negra al 4% mostrando
un crecimiento miceliar de 1.30 cm, y el testigo comercial (oxicarboxin 75%) obtiene un
crecimiento de 0.93 cm. En la variable de determinacién del porcentaje de inhibicién del
extracto de ashpa quinua al 1% presentd inhibicion del 92.25 % vy el testigo comercial
100%, para P. pittieriana el porcentaje de inhibicion se vio influenciado por los extractos
de Ashpa quinua con 86,25% Yy cabuya negra con el 82,75% respectivamente, mientras
que el testigo comercial reporté 100% de inhibicion. Los datos fueron tomados durante
168 horas, en intervalos de 24 horas, para registrar el crecimiento miceliar se midi6 a lo
largo de una linea a partir del halo de crecimiento del microrganismo. Debido a los
resultados obtenidos la utilizacion de extractos vegetales ofrece una alternativa para el

control biolégico de hongos fitopatdgenos causantes de enfermedades de papa.

PALABRAS CLAVES: Crecimiento miceliar, Dosis, Extractos vegetales, inhibicién



SUMMARY

The research was carried out in the Soil Laboratories of Public Service and Agricultural
and Environmental Microbiology belonging to the Technical University of Ambato,
Faculty of Agricultural Sciences, located in the Cevallos canton, Tungurahua province, at
a distance 20 km south Ambato, with an altitude of 2850 meters above sea level, with the
purpose of evaluating in vitro the effect of three plant extracts of ashpa quinoa
(Chenopodium album), black cabuya (Agave americana) and white cabuya (Furcraea
andean) for the control of Phytophthora infestans and Potato Puccinia pittieriana (Solanum
tuberosum) in doses of 0%, 0.5%, 1%, 2% and 4% (p / v).

For the evaluation a completely randomized design (DCA) was applied, where thirty
treatments and two commercial controls were included for each disease, with four
repetitions, the PROBIT analysis was performed and the 5% Tukey significance tests were
performed, where the following results were obtained: for the fungal growth variable in
the culture medium, the most effective extract was 1% ashpa quinoa in the P. infestans
control, presenting a lower mycelial growth of 2.73 cm, while the control commercial
(metalaxyl) reports a 2.45 cm mycelial growth and for the control of P. pittieriana the 4%
black cabochon extract showing a 1.30 cm mycelial growth, and the commercial control
(75% oxicarboxin) obtains a growth of 0.93 cm In the variable of determination of the
percentage of inhibition of the extract of ashpa quinoa 1% presented inhibition of 92.25%
and the commercial control 100%, for P. pittieriana the percentage of inhibition was
influenced by the extracts of Ashpa quinua with 86.25 % and black cabuya with 82.75%
respectively, while the commercial witness reported 100% inhibition. Data were taken for
168 hours, at 24-hour intervals, to record the mycelial growth was measured along a line
from the growth halo of the microorganism. Due to the results obtained, the use of plant
extracts offers an alternative for the biological control of phytopathogenic fungi that cause

potato diseases.

KEY WORDS: Mycelial growth, Dose, Plant extracts, Inhibition.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El cultivo de papa (Solanum tuberosum L.), constituye uno de los rubros mas
significativos a nivel de Ecuador, su importancia radica en ser una fuente de alimentacion
diaria asi como de ingresos econdémicos para las familias campesinas, este cultivo se
establece en alturas comprendidas entre 2700 a 3400 msnm a lo largo del callején
interandino dentro de las provincias mayormente productoras estan, Carchi, Chimborazo,
Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua (Bolafios 2015). Sin embargo este cultivo es muy
susceptible a contraer enfermedades, afectando de esta manera al rendimiento y calidad
del producto por ende ocasionando grandes pérdidas econdémicas, razon por la cual se han
realizado programas de investigacion para conocer los diversos factores limitantes de la
produccion, generando soluciones para llevar un manejo integrado de plagas y

enfermedades en el cultivo de papa (Pumishacho y Sherwood 2002).

Dentro de las enfermedades mas importantes que ataca al cultivo esta el denominado tizén
tardio ocasionado por Phytophthora infestans, considerada una de las enfermedades méas
devastadoras de la papa a nivel mundial, cuyos sintomas se manifiestan mediante lesiones
necroticas a nivel de hojas y tallos, ocasionado la muerte de los tejidos y atacando también
a los tubérculos puesto que en condiciones de humedad los esporangios presentes en hojas
y tallos se trasladan hacia el suelo para infectar los tubérculos. El patégeno sobrevive en
forma de micelio ya sea en tubérculos, plantas voluntarias, tubérculo semillas para
posteriormente infectar al cultivo (Pérez y Forbes 2008). Roya (Puccinia pittieriana),
presenta hendiduras clor6ticas en el haz de los foliolos y en el envés aparecen pustulas de
color marron rojizo afectando a todas las variedades de papas, la humedad relativa y la
luz influyen para el desarrollo de la enfermedad, misma que tiene importancia econémica

en la zona papera de Ambato (Torres 2002).



Garcia et al. (2017) menciona que a causa de estas pérdidas se ha implantado el control
quimico de manera excesiva, sin tomar en cuenta los efectos de residualidad, contaminado
agua, suelo, plantas, animales y seres humanos. Carrefio et al. (2007) proponen
mecanismos de control biologico al uso indiscriminado de fungicidas razén por la cual
se busca alternativas ecoldgicas mediante el control botanico que consiste en el uso de
extracto o subproductos de origen vegetal favorables para la inhibicion en el desarrollo

del patégeno mostrando una reduccion en la severidad de la enfermedad.

En la actualidad el control de hongos fitopatdgenos necesita de la aplicacion de técnicas
alternativas, pues el manejo tradicional con agroquimicos sintéticos ha generado que el
patdgeno presente resistencia al ingrediente activo como respuesta a la aplicacion de las
altas dosis y aplicaciones continuas, ocasionando grandiosas pérdidas econdmicas
(Guerrero et al. 2007). Dentro del marco de una agricultura sostenible constituye una
alternativa el uso de extractos vegetales para el control de plagas y enfermedades, cuyas
ventajas radican en su bajo costo, no ser contaminantes del ambiente y sobre todo su
efectividad, estudios realizados demuestran que los compuestos vegetales poseen
propiedades fungicidas, insecticidas, nematicidas, bactericidas y repelentes, debido a la
presencia de metabolitos secundarios, estas plantas presentan estrategias de defensa contra
patdgenos. Por otra parte dentro del uso de extractos vegetales asi como residuos de ciertas
plantas han mostrado un efecto inhibitorio sobre otras especies dando paso a una actividad
alelopatica, consiguiendo bajar la dependencia de los productos de sintesis quimica,
logrando una mayor calidad en los alimentos agricolas (Celis et al. 2009)

Abushaalal et al. (2017) sefialan que la aplicacion de extractos de plantas inhibe el
crecimiento de patégenos, ya que dentro de su composicion bioquimica contienen
metabolitos que muestran efectos antifungicos. Para la elaboracién de productos naturales
que sean eficientes y estables se han realizado estudios probado formulaciones botanicas
comerciales, en conjunto con extractos vegetales y con microorganismos de control
biologico para estudiar las interacciones. Se ha demostrado también, la capacidad de
algunos extractos vegetales en la induccion de sintesis de enzimas propias de la planta
huésped y fortalecer asi su respuesta defensiva ante el ataque de patégenos (Villa et al.
2014).



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Martinez et al. (2010) en su investigacion titulada “Actividad antifungica in vitro de
extractos polares de plantas del genero baccharis sobre fitopatdgenos™” demostraron que
Baccharis latifolia presenta una actividad inhibitoria frente a dos fitopatdgenos
Aspegillus niger y Phytophthora palmivora, Se puede considerar en especial el extracto
etanolico BLE a 20 mg/mL que inhibe a los dos hongos en un 65,8% y 98,8%
respectivamente, por otro lado, Baccharis genistelloides (50 mg/mL) presenta inhibicién
alrededor del 50% solamente frente a Aspergillus niger, sefialando asi que los extractos
tienen un gran potencial como controladores de hongos fitopatogenos, ya que las plantas,
en su evolucion han desarrollado mecanismos de defensa contra insectos, hongos,
bacterias y otros organismos nocivos y los metabolitos secundarios producidos por ellas

constituyen una de esas barreras.

Alvarez et al. (2011) evaluaron tratamientos alternativos para el manejo de tizon tardio de
la papa causado por Phytophthora infestans, se estudid la respuesta de sensibilidad in vitro
del patégeno al bioinsumo de fique (Furcraea gigantea Vent), comparandolo con los
productos comerciales Ridomil- Gold y Curzate, con concentraciones de 10, 100, 1.000,
10.000, 100.000 pg-mL* adicionadas la medio de cultivo. La sensibilidad del patégeno
se determin0 por medio del crecimiento radial de las colonias de P. infestans, utilizando
discos de micelio de 1,1 cm de diametro del patégeno, y colocados en cajas Petri, cada
unidad experimental tuvo un periodo de incubacion de 8 dias a una temperatura promedio
de 18 °C. El efecto del bioinsumo permitio demostrar que al enmendar el medio de cultivo
con 75.000 ug-mL* de concentracion de Furcraea gigantea vent inhibe totalmente el

crecimiento micelial de P. infestans in vitro. Se caracterizd fisicoquimicamente al jugo



de fique, determinado la presencia de metabolitos secundarios como alcaloides y

saponinas.

Solarte y Osorio (2014) en el articulo titulado “Evaluacion de la concentracion del jugo
de fique (Furcraea spp) para el control in vitro de Phytophthora infestans en plantas de
papas (Solanum tuberosum L)” determinaron el contenido final de sapogeninas
(hecogenina o tigogenina) componentes que habian sido reportados como potenciales
inhibidores de hongos patdgenos y en particular de Phytoptora Infestans. La sensibilidad
del patégeno Phytophthora infestans in vitro se determin6é por medio del crecimiento
radial de las colonias de P. infestans, para esto se usaron discos de micelio de 1,2 cm de
diametro del patégeno y fueron establecidos en cajas Petri con los diferentes tratamientos.
La temperaturay el tiempo son factores que influyen directamente en la concentracion del
jugo de fique y para la evaluacion se realizaron un analisis de varianza a los resultados
encontrandose que el tratamiento C1 (90°C x 120 min) presenta la mejor combinacién
para lograr un grado de inhibicién del patdgeno de 100%. Se concluye que el jugo de fique
por su poder anti fingico se convierte en una alternativa altamente viable para el control

de la gota en la papa Phytophthora Infestans.

Valero et al. (2014) evaluaron el efecto inhibitorio de extractos acuosos de hojas de
gobernadora (Larrea tridentata), hojasen (Flourensia cernua) y encino (Quercus
pungens), sobre el crecimiento del micelio in vitro de cinco hongos fitopatdgenos
(Phytophthora capsici, Botrytis sp., Alternaria solani, Aspergillus flavus y Rhizopus sp.).
Se realizaron extractos acuosos de las hojas secas de las tres especies de plantas a dos
concentraciones diferentes (10% y 20%). Los extractos se afiadieron a cajas Petri para
formar un medio de cultivo extracto-Papa Dextrosa Agar (PDA). El crecimiento del
micelio de cada uno de los hongos fitopatdgenos se registrd a cuatro tiempos diferentes
(24 h, 48 h, 72 h y 96 h). El extracto mas eficiente para controlar los cinco tipos de

fitopatdgenos fue el de F. cernua, ya que presentd un alto porcentaje de inhibicion. El



fitopatdgeno mas afectado por los tres tipos de extractos fue P. capsici, pues no presentd

crecimiento en los tratamientos.

Bernal et al. (2016) investigaron la actividad antifungica de extractos acuosos de
Spathodea campanulata Beauv como alternativa viable para el control de la roya del frijol,
para ello, evaluaron el efecto de la aplicacion de los extractos acuosos de hojas y flores al
5y 10 % sobre la enfermedad roya del frijol. Las evaluaciones consistieron en determinar
la intensidad de la infeccion y distribucién de la roya en cada tratamiento, asi como su
efecto sobre las variables cuantitativas numero de pustulas/hojas, didmetro de las pustulas
y el rendimiento agricola. Los mejores tratamientos para el control de la roya fueron los
extractos acuosos de hojas y flores de S. campanulata a la concentracion de 10 %,
mostrando actividad antifungica.

Gamboa et al. (2002) investigaron el efecto de los extractos vegetales metandlicos
extrayendo la resina de Hojasén (Flourensia cernua), Mejorana (Origanum majorana) y
Trompetilla (Bouvardia ternifolia), para evaluar en el crecimiento micelial de Rhizoctonia
solani y Phytophthora infestans in vitro. Para cada patdgeno, se incluyd el respectivo
testigo quimico en la dosis recomendada (tolclofos-metil y metalaxil). Los tres extractos
mostraron un efecto inhibitorio en el crecimiento de R. solani. Para P. infestans, solamente

el extracto de O. majorana mostro el efecto fungicida.

Alvarez et al. (2013) en el articulo titulado “Evaluacion del bioinsumo de Fique (Furcraea
gigantea) en el control del tizon tardio de la papa” demostraron que utilizando el
bioinsumo obtenido durante cuatro dias de fermentacion, dio buenos resultados a nivel in
vitro con concentraciones extrapolares. Por otra parte observaron una reduccion en la
eficacia del bioinsumo de fique, a nivel de campo posiblemente se deba a una degradacion

de tipo fisico-quimico, causada por las condiciones de campo abierto. También sefialan



que los principios activos del fique son alcaloides y saponinas dentro de los metabolitos
secundarios reportados como compuestos con propiedades fungicidas de interés.

Fonseca et al. (2011) Evaluaron el efecto inhibidor de los actinomicetos presentes en
purines 0 extractos fermentados de plantas de chipaca (Bidens pilosa L.), sobre el
crecimiento de Phytophthora infestans, causante del tizon tardio de la papa, para esto
elaboraron cuatro extractos de flores, raices, hojas, tallos y su mezcla, de estos extractos
se obtuvieron 25 aislamientos de actinomicetos, cada uno de los cuales se enfrentd con P.
infestans en placas de medio de cultivo. Cuyos resultados demostraron que el extracto
que presentd la mayoria de aislamientos con efecto antagonico frente a P. infestans fue el
que se obtuvo de la mezcla de todas las partes de la planta (cuatro aislamientos), seguido
del extracto de tallos — hojas (tres aislamientos) y por ultimo del extracto de raices (con
un e aislamiento) y del extracto de flores no se aislaron actinomicetos. Los actinomicetos,
especialmente los pertenecientes al género Streptomyces sp., han sido utilizados junto a
otras poblaciones microbianas, no solo en la inhibicion de P. infestans, sino también de

otros fitopat6genos

Apaza et al. (2016) en su investigacion “Efecto de saponinas de Chenopodium
quinoa Willd contra el fitopatdgeno Cercospora beticola Sacc” demostraron la
evaluacion de la actividad antifingica de un extracto rico en saponinas que proviene de
quinoa (Chenopodium quinoa Willd), obtenido de residuos del proceso industrial de
beneficiado de los granos de quinoa y controlado quimicamente por HPLC. El extracto se
evalud a concentraciones de 250 mg/ml, 50 mg/ml, 5 mg/ml, 0,5 mg/mly 0,05 mg/ml
mediante dos métodos: envenenamiento del medio y evaluacion (in situ) de control de C.
beticola en hojas de acelga. A partir de las 72 horas se produjo la reduccion del
crecimiento micelial del patégeno con respecto al control, donde las concentraciones de
saponinas entre 5 mg/ml hasta 250 mg/ml fueron altamente efectivo y cuya inhibicion
estd cerca del 95%. La capacidad de formar complejos con esteroles, proteinas y

fosfolipidos de membranas, representa el principal mecanismo de actividad antifngica



de las saponinas el cual debe aprovecharse para continuar estudios de optimizacion del
extracto de saponinas, con la finalidad de mejorar la actividad antifingica frente a

fitopatdgenos que merman la produccion agricola.

Pérez et al. (2011) en su investigacion titulada “Evaluacion in vitro de la actividad
inhibitoria de extractos vegetales sobre aislados de Colletotrichum spp” evaluaron
extractos de hojas de Melissa officinalis, Origanum vulgare, Jatropha gossypilia,
Eucalyptus sp, Melia azederach y Mascagnia concinna sobre aislados de hongo del
género Colletotrichum, causante de la enfermedad antracnosis. Este estudio permitio
evaluar el efecto inhibitorio de extractos obtenidos de seis especies vegetales sobre seis
aislados de hongos del género Colletotrichum. Los mejores resultados de actividad
inhibitoria fueron observados por los extractos de hojas secas de M. azederachy M.
concinna sobre todos los aislados evaluados, convirtiéndose este estudio in vitro en el
primer reporte a nivel nacional como una alternativa promisoria para el manejo de la

antracnosis.



2.2. CATEGORIAS FUNDAMENTALES

2.2.1. Importancia del cultivo de papa (Solanum tuberosum)

El cultivo de papa (Solanum tuberosum L.) a nivel mundial es unos de los cultivos méas
importantes, ocupa el cuarto lugar en importancia como alimento, después del maiz, el
trigo y el arroz. El cultivo de papa se realiza en alturas comprendidas entre los 2700 a
3400 msnm, a lo largo del callejon interandino, sin embargo, los mejores rendimientos se
presentan en zonas ubicadas entre los 2900 y los 3300 msnm, donde las temperaturas
flucttan entre 9 y 11 °C. Dentro de su composicion nutricional contiene 80% de agua y la
materia seca constituido por carbohidratos proteinas, celulosa, minerales, vitaminas A, C
y complejo B, proporcionan una dieta balanceada, ademas, son utilizados en la industria.
(Bolafios 2015). En el 2018, la superficie sembrada de papa a nivel nacional fue de 23.974
hectareas, repartidas en Chimborazo con 15.9%, Cotopaxi 14.6%, Tungurahua 10.2%,
Carchi 27.3% y otras provincias 24.4%. La produccion se concentra en la provincia del
Carchi con el 49,5% (ESPAC 2018).

La mayor diversidad genética de papa cultivada y silvestre se encuentra en las tierras altas
de los Andes de América del Sur. Los agricultores han reconocido el valor de las raices y
tubérculos en términos de produccion de energia cosechada por hectarea por dia, de los
cuales la papa es el mas eficiente entre los cultivos comestibles comunes. La calidad y
cantidad de las sustancias nutritivas del tubérculo varian por variedad de papa y
condiciones de campo (Pumisacho y Sherwood 2002). El cultivo de papa es afectado por
nUMerosos organismos que en determinadas condiciones, causan dafio econdémico. La
presencia de insectos, hongos, bacterias, nematodos y virus afectan la calidad y
rendimiento de los cultivos de papa, dafiando hojas, tallos y tubérculos apareciendo mal
formaciones y pudriciones de esta manera alterando el crecimiento de las plantas y la

caracteristica de tubérculos para el mercado (Egusquiza 2013).



Para reducir el dafio de plagas y enfermedades en el cultivo de papa es necesario
implementar un manejo integrado, en vista que durante los Ultimos afios, los sistemas
agricolas se han visto afectados por el uso de agroquimicos para controlar el ataque de
malezas, plagas y enfermedades, generando problemas ambientales asi como atentar
contra la salud humana, razon por la cual se busca alternativas de manejo que sean
amigables con el ambiente, controlando microorganismos fitopatdgenos por medio de la

utilizacion de extractos vegetales y metabolitos bioactivos de planta (Meza 2017).

2.2.2. Phytophthora infestans

El Tizon tardio es la enfermedad que causa mayor pérdida econémica en el cultivo de
papa a nivel mundial, es causada por un oomicete denominado Phytophthora infestans,
que destruye las hojas, los tallos y los tubérculos (Andrango 2017). P. infestans sobrevive
en tejido vivo ya sea en tubérculo, semillas, desechos de papas, plantas voluntarias y otros
hospederos susceptibles siendo estas las principales fuentes de la enfermedad, desde estos
tejidos infectados el micelio crece hasta alcanzar los brotes, la enfermedad se produce en
temperaturas bajas entre 15 y 22 °C acompafado de alta humedad relativa mayor al 80%
(Cardona et al. 2016).

Se requiere al menos de 12 horas en estas condiciones para que se produzca infeccion y
entre 5 a 7 dias para desarrollar los primeros sintomas, el hongo se dispersa por la lluvia
y el viento depositandose en hojas y tallos himedos, donde inicia una nueva infeccion,
comienza principalmente en los sectores mas bajos y hiumedos de la plantacion (Acufia
2007). Este patdgeno afecta la papa, el tomate y algunas otras plantas solanaceas,
infectando la planta en los diferentes organos, raices, tubérculos, tallos, hojas, flores y
fruto, siendo las hojas y el tallo los que presentan las mayores lesiones necréticas. La fase
de infeccidn foliar provoca la disminucion en la capacidad fotosintética debido a la
destruccion de los tejidos, resultando una reduccién del rendimiento en la produccién del
tubérculo (Realpe 2010).



2.2.2.1. Taxonomia

TAXON NOMBRE
Reino: Fungi

Phylum: Oomycota

Clase: Oomycete

Orden: Pythiales

Familia: Pythiaceae

Genero: Phytophthra

Especie: infestans - (Mont.) de Bary 1876
Nombre Phytophthora infestans
cientifico

(Realpe 2010)

2.2.2.2. Ciclo de vida

Phytophthora infestan es un hongo oomycete, heterotalico, que produce tres tipos de

esporas: esporangios, zoosporas, y oosporas (Yépez 2016).

Asexual

En agua libre y con bajas temperaturas, los esporangios germinan indirectamente
produciendo alrededor de 8 - 12 zoosporas. Las zoosporas se forman dentro del esporangio

y son liberadas cuando se rompe la pared esporangial, lo cual permite a las zoosporas
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nadar libremente. Las zoosporas se enquistan sobre superficies sélidas, es decir, se
detienen, adquieren una forma redondeada y forman una pared celular. Luego, en
presencia de humedad, pueden desarrollar un tubo germinativo y penetrar a la hoja por los
estomas, o formar el apresorio, de tal manera que la hifa de penetracion ingresa
directamente a través de la cuticula. Una vez dentro de la planta, el micelio se desarrolla
intercelularmente formando haustorios dentro de las células. Ocasionalmente se forman
haustorios en forma extracelular. Cuando la temperatura es mayor a 15° C, los esporangios
pueden germinar directamente, formando un tubo germinativo que penetra la epidermis

de la hoja e infecta al hospedante (Pérez y Forbes 2008)

Sexual

Los gametangios se forman en dos hifas separadas, por lo que P. infestans es heterotalico.
Asi, ambos tipos de apareamiento Al y A2, deben estar presentes para que ocurra la
reproduccion sexual. La union de los gametos ocurre cuando el oogonio atraviesa el
anteridio y ocurre la plasmogamia. Esto conduce a la fertilizacion y al desarrollo de una
oospora con paredes celulares gruesas. La oospora es fuerte y puede sobrevivir en los
rastrojos. Bajo condiciones favorables, la oospora produce un tubo germinativo que forma
un esporangio apical, el cual puede liberar zoosporas o formar nuevamente un tubo

germinativo, los cuales sirven como indculo primario (Realpe 2010).

La reproduccion sexual, mediante formacion de oosporas, da lugar a un comportamiento
de parésito obligado, debido a que el micelio no puede sobrevivir en ausencia de la célula
hospedante, lo que implica la infeccion de células vegetales, causando la enfermedad en
diversas Solanaceas. Por otro lado, la reproduccidn asexual a través de los esporangios, le
permite generar un estado de supervivencia de las oosporas y nuevas combinaciones de
genes (Alor 2015).
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2.2.2.3. Micelio

Las estructuras somadticas (talos), estan compuestos de filamentos, “hialinos” (hifas)
ramificados y cenociticos. En ocasiones el micelio se esponja, se vuelve nudoso o

tuberculado y rara veces crece simétricamente (Andrango 2017).

El micelio es capaz de vivir de forma saprofita sobre las particulas de materia organica
del suelo en ausencia del huésped. Cuando las especies del género Phytophthora son
cultivadas in vitro el desarrollo del micelio se ve condicionado por varios factores tales
como la composicion del medio, la temperatura, los nutrientes, la tensioén de oxigeno y de

CO2, el pH y en menor escala la luz (Echemendia 2012).

En el caso del pH el rango permisible para el cultivo in vitro de estas especies se encuentra
entre 3.5y 10, siendo el crecimiento 6ptimo especifico para la mayoria de las especies,
encontrandose en un rango entre 4.5 y 5.5. Generalmente, los valores de pH que permiten
el mejor desarrollo del micelio, también son favorables para la produccion de esporangios,

clamidosporas y oosporas (Echemendia 2012).

2.2.2.4. Epidemiologia

En general, el tizon tardio puede desarrollarse como epidemia en determinados rangos de
temperatura y en el campo se comporta como una enfermedad policiclica, originando una
curva de progreso cuya forma varia de acuerdo con las condiciones climaticas (Escalante
y Farrera 2004).
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Este patdgeno puede mantenerse de una estacion a otra como micelio o esporas
(esporangios u oosporas). Las fuentes iniciales que contienen in6culo son normalmente
residuos vegetales o tubérculos semilla. En el caso de haberse producido reproduccién
sexual, las esporas presentes en el suelo serian la fuente de infeccién. En condiciones
asexuales, los esporangios que se encuentras en hojas y tallos de plantas infectadas pueden
ser dispersados por lluvia y el viento, posibilitando la infeccidn de tubérculos existentes

en el suelo o de otros hospedadores proximos (Alor 2015).

La enfermedad también se desarrolla en el periodo post-cosecha, a partir de tubérculos
infectados, o durante el periodo vegetativo por lavado de esporangios hacia el suelo y en
contacto con partes aéreas de plantas infectadas. Durante su almacenamiento, estos
tubérculos enfermos pueden formar brotes que se convierten en fuentes primarias de
infeccion de tubérculos sanos o de un nuevo cultivo si se utilizan como material de

propagacion vegetativa (Alor 2015).

2.2.2.5. Sintomatologia

El sintoma caracteristico del tizén tardio es una macha foliar pero, este sintoma es la fase
final de otra previa caracterizada por la formacion de un &rea amarillenta en el haz de las
hojas que se forma al inicio o cuando el sintoma se detiene debido a las condiciones
desfavorables de clima, sequedad ambiental. Esta es una caracteristica de los patdgenos
hemibiotrofos, es decir, aquellos que pasan por una fase biotrofica y llegan a una fase final
necrotréfica. Otra caracteristica del tizon tardio es la formacion de una felpa de color
blanguecino en el envés de la lesion de la hoja. Aungue en algunos casos, en dependencia
de la virulencia del patdgeno, esta felpa puede formarse en el haz y en el borde la mancha
foliar. Esta felpa blanquecina es el signo de la enfermedad que esta formada por las

esporas - esporangios - y esporangioforos (Coca 2012)
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En tallos y tubérculos se observan lesiones necréticas de color café, dejando fragiles a
tallos (susceptibles al quiebre), mientras que en tubérculos estas lesiones son irregulares
en profundidad. Si las condiciones de humedad y temperatura siguen siendo favorables

tras la infeccion, se podria colapsar y morir todo el follaje (Acufia y Araya 2017).

3.2.3. Puccinia pittieriana

Se reportan las mayores pérdidas en el norte de Ecuador cerca de la linea ecuatorial, en
las provincias de Carchi y Tungurahua. Raramente alcanza niveles alarmantes en la papa,
excepto en condiciones muy marginales, especialmente desde el periodo de floracion.
Probablemente, este hongo puede ser transportado en material vegetal fresco, seco o en
restos de cultivos en el suelo, causando enfermedades en las papas en regiones himedas
y frias, debido a que las basidiosporas son de corta duracién y no se producen en grandes
cantidades, el hongo no se propaga lejos por agentes naturales como el viento (USDA
2010).

Se trata de una de las enfermedades causadas por un biétrofo, en general no ocasiona
problemas serios en el cultivo o en la produccién. Toma importancia en el momento que
la infeccion ocurre en los estados fenoldgicos mas sensibles para la planta, esto es el
periodo pos vegetativo al inicio de la floracidn. Las plantas afectadas luego de este periodo
pueden permanecer débiles, agotadas y ser practicamente objeto de infeccion de plagas o

enfermedades originados por fitopatogenos (Falconi 2013).
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3.2.3.1. Taxonomia

TAXON NOMBRE
Reino: Fungi

Division : Basidiomycota
Clase: Pucciniomycetes
Orden: Pucciniales

Familia: Pucciniaceae
Genero: Puccinia

Especie: Pittieriana

Nombre Puccinia pittieriana
cientifico

(Jeger et al. 2017)

3.2.3.2. Biologia

P. pittieriana es una roya microciclica, que produce solo teliosporas. Por debajo de 15 °
C, las teliosporas germinan para producir basidia y basidiosporas en 3-24 h. Las
basidiosporas son arrastradas por el viento a las nuevas hojas del huésped y comienzan la
infeccion inmediatamente. El periodo de incubacion es de 14-16 dias en papas a
temperaturas de 16 ° C 0 menos, y las lesiones se desarrollan completamente en 20-25
dias. Las teliosporas maduran 30-40 dias después de la inoculacion. A temperaturas mas
altas, las basidiosporas no se forman, por lo que la propagacion se ve favorecida por las
condiciones de frio: temperatura promedio de 10 ° C con 10-12 h de humedad libre. El

patdgeno persiste en cultivos de papa superpuestos o0 en malezas solanédceas. La
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longevidad de las teliosporas aparentemente no se ha determinado, pero pueden persistir
en los desechos del suelo, que acompafian a los tubérculos de papa exportados (CABBI 'y
EPPO 2017). In vitro y a temperaturas inferiores a 15 ° C, las teliosporas germinanen 1 h

para producir un basidio, que da lugar a cuatro basidiosporas en 3—-24 h (Jeger et al. 2017).

3.2.3.3. Forma de propagacion

La roya es una especie heteroica, es decir, que necesita la presencia de una planta
intermedia (Huésped secundario) para que el parasito pueda completar las distintas fases
de su ciclo biolégico. El ciclo sexual de este hongo comprende cinco fases de desarrollo:
espermogonio, aecio, uredo, telio y basidio. En los restos de cosecha se forman los
teliosoros, los cuales forman teleutosporas y éstas a su vez, producen, por meiosis y una
vez llegada la primavera, biosidiosporas. Estas infectan las hojas del huésped secundario,

formandose posteriormente en éste huésped picnidios y aecios (Zuluaga 2008).

Las aeciosporas, bajo condiciones climatologicas adecuadas, inician la infeccion en las
hojas del hospedero, formandose en éstas urediniosporas (forma asexual del hongo) que
irdn infectando al cultivo de forma progresiva mientras que se den las condiciones 6ptimas
de humedad y temperatura. A medida que maduran las plantas o cuando no son favorables
las condiciones ambientales, se observaran los teliosoros 0 masas de teleutosporas, las
cuales se forman debajo de la epidermis de la hoja, permaneciendo en éstas (restos de
cosechas) durante el otofio-invierno, completandose asi el ciclo de vida del hongo (RAIF
2014).
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3.2.3.4. Sintomatologia

La infeccion ocurre en hojas, tallos y peciolos. Tras el periodo de latencia, las lesiones se
desarrollan en el envés de la hoja en forma de manchas redondas que van del blanco al
verde. Mas tarde aparecen pustulas ovaladas o redondas de color café rojizo que pueden
alcanzar més de 0.5 cm de diametro. La formacion masiva de esporas o uredosporas en
las pustulas confiere al follaje un aspecto rojizo, tal como ocurre con la roya de los
cereales. El aire transporta las uredoesporas maduras. El tejido afectado muere dejando
un orificio en su lugar (Pumisacho y Sherwood 2002). La defoliacion se produce cuando
se forman cientos de lesiones en una hoja. Lesiones alargadas o irregulares ocurren en

peciolos y tallos, Las frutas y las flores también se ven afectadas (CABI 2019).

3.2.4. Extractos vegetales

Las mezclas de compuestos con propiedad antifingica encontrados en las plantas pueden
afectar a patdgenos diferencialmente, ya sea de manera individual o por las mezclas en
determinadas concentraciones y proporciones. Asi mismo, diversos métodos de extraccién
son estudiados para salvaguardar las propiedades extraidas de la mejor y mas viable

manera posible (Villa et al. 2014).

Los extractos vegetales son preparados que permiten extraer de las plantas determinadas
substancias Utiles, para la nutricion, otras que pueden controlar insectos plagas de manera
eficiente y ayudar en el tema de enfermedades, estos extractos pueden desarrollarse a
partir de varias plantas y de diferentes partes de esta, se extraen por medios fisicos y
qguimicos como son la fermentacidn, la decoccién, las maceraciones e infusiones (Cano
2016).

Las plantas han sido capaces de protegerse de las plagas por si mismas antes de que el
hombre jugara un rol activo en protegerlas. Se conoce que sintetizan una gran variedad de

metabolitos secundarios relacionados con los mecanismos de defensa. Diversos productos
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derivados de las plantas han mostrado un efecto antimicrobiano. Entre estos compuestos
destacan los flavonoides, fenoles, terpenos, aceites esenciales, alcaloides, lectinas,
saponinas y polipéptidos. (Hernandez et al, 2007). La actividad antifingica de las plantas
ha sido muy estudiada por la resistencia a los distintos funguicidas comerciales utilizados
normalmente en el control de enfermedades de cultivos agricolas lo que ha estimulado en
los Gltimos afios la busqueda de nuevas sustancias antifungicas entre los productos
naturales, algunos de los cuales se han mostrado efectivos contra fitopatégenos tanto en

condiciones in vitro como in vivo (Moreno et al. 2011).

El proceso para obtener extractos vegetales es variable, todos estos componentes se
obtienen en conjunto cuando se extraen de los diferentes 6rganos tanto vegetativos como
reproductivos, tales como raices, hojas, brotes, tallos, flores y frutos previamente
triturados con un tamafio de particula determinado y en contacto con cantidad suficiente
de solvente. Entre las técnicas de extraccion se pueden obtener extractos acuosos,
etandlicos, aceites esenciales o utilizar otros solventes para obtener diversos compuestos,
acorde a su polaridad. Posterior a la extraccion, la mezcla es filtrada, el material insoluble
es lavado con el mismo solvente y los filtrados se mezclan para concentrar el extracto, y

secarlos hasta sequedad (Mesa et al. 2017).

3.2.5. Cabuya blanca (Furcraea andina)

Esta es una planta que crece en forma silvestre o cultivada en los valles y laderas de los

Andes, pertenece a la familia de las Agavaceaes (Aguilar et al. 2007).

Presenta cualidades fungicidas que pueden ser utilizadas en manejos de problemas
fitosanitarios, ya que poseen propiedades tensoactivas y plaguicidas, cabe destacar que de

la planta de fique solamente se aprovecha la cabuya (fibra natural) lo cual representa el
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4% del peso de la hoja, los residual del peso de extraccion constituyen el 96%, siendo el
jugo de fique el mas representativo con el 70% del peso total (Alvarez et al. 2011).

La composicion quimica puede varias dependiendo de la caracteristicas propias de la
planta y el cultivo, sin embargo estudios realizados indican la existencia de metabolitos
secundarios tales como saponinas, flavonoides, alcaloides, esteroides y triterpenos,
componentes que pueden interactuar como limitante en el crecimiento del patdégeno. Lo
que ha considerado a esta planta como una potencial materia prima para la elaboracion de

tensoactivos, plaguicidas y farmacos (Bacca 2012).

3.2.6. Cabuya negra (Agave americana)

Las especies del género Agave son ricas en saponinas, alcaloides y taninos que son
metabolitos secundarios. Sin embargo, las especies de Agave también sintetizan una
importante riqueza y abundancia de compuestos fendlicos. Los flavonoides se encuentran
entre los compuestos fendlicos mas presentes que se producen en practicamente todas las
partes de las plantas. Muchos de esos compuestos tienen varias propiedades bioldgicas
(Almaraz et al. 2013). Agave amaericana se le puede emplear como plaguicida,
principalmente para el control de la Phytophthora infestans, se aprovecha el 4 % en peso

de toda la hoja (lannacone et al. 2013).

3.2.7. Ashpa quinua (Chenopodium album.)

Es considerada una de las 10 malezas de mayor importancia a nivel mundial, tanto por la
cantidad de cultivos infestados como por la distribucion geogréafica de estas infestaciones.
La semilla puede permanecer viable por muchos afios, lo que permite que siempre esté
presente en el suelo, cuando éste ya ha sido infestado (Leon 2017). La familia

Chenopodiaceae se caracteriza por contener diferentes grupos de metabolitos secundarios
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de los cuales los més importantes son los alcaloides, esteroides, flavonoides, fenoles y
saponinas, estas sustancias que estan distribuidas en diferentes érganos de la planta,
principalmente en raices, hojas y semillas. Las saponinas exhiben actividad antifungica y
bactericida (Russo 2011).

3.2.8. METABOLITOS SECUNDARIOS

Las plantas producen compuestos secundarios con caracteristicas quimicas y funcionales
muy diversas, a éstos se les llama metabolitos secundarios y por la actividad que algunos
tienen sobre patdgenos. En afios recientes se han incrementado las investigaciones acerca
de la importancia de estos compuestos para los organismos que los producen y sus
interacciones alelopéticas, defensa contra herbivoros o patégenos, atraccion de
polinizadores, dispersores de semillas, bacterias benéficas. Tienen por mision servir de
barrera inicial a la propagacién de bacterias u hongos dentro de los tejidos de la planta,
ejerciendo una presion selectiva sobre los patdgenos potenciales, desarrollando
mecanismos de resistencia, esto se debe en parte a la enorme diversidad quimica de los
productos naturales derivados de plantas. La funcién primordial de muchos metabolitos
secundarios no es necesariamente antibacteriana o antifingica, también algunos inhiben

la germinacion de esporas (Vivanco et al. 2005).

Los diferentes metabolitos secundarios constituyen verdaderas barreras frente a la
penetracion de los hongos patdgenos. El principal mecanismo de actividad antifungica de
las saponinas es debido a su habilidad de formar complejos con los esteroles en las
membranas de los hongos lo cual ocasiona la desintegracion de la membrana. Los
compuestos fendlicos se ha demostrado que inhiben las enzimas reaccionando con los
grupos sulfidrilos de los aminoacidos. Los flavonoides, taninos forman complejos con los
aminoéacidos nucleofilicos de las proteinas lo que conduce a su inactivacion. Dentro de los

alcaloides los Ilamados cuaternarios se les atribuyen la propiedad de intercalarse en el
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ADN lo que ocasiona multiples efectos en el microorganismo. Muchos hongos
fitopatdgenos (a excepcion de los biotroficos) secretan enzimas hidroliticas que se
difunden en las células del hospedero antes del avance de los microorganismos, lo cual
puede ser inhibido por radicales libres de fenoles oxidados que funcionan como

inhibidores no especificos, asi como taninos, cianidina, delfinidina y malvidina (Montes
20009).
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CAPITULO Il

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

Los extracto vegetales inhiben el crecimiento in vitro de los hongos fitopatdgenos de la

papa, Phytophthora infestans y Puccinia pittieriana

3.2. OBJETIVOS

3.2.1. Objetivo general

Evaluar tres extractos vegetales para el control de Phytophthora infestans y Puccinia

Pittieriana in vitro en el cultivo de papa.

3.2.2. Objetivos especificos

Determinar el extracto vegetal que inhibe el crecimiento de Phytophthora infestans in

vitro en papa.

Determinar el extracto vegetal que inhibe el crecimiento de Puccinia pittieriana invitro

en papa.

Establecer la concentracion adecuada de los extractos para inhibir el crecimiento de los

hongos.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1. UBICACION DEL EXPERIMENTO (ENSAYO)

La investigacion se llevé a cabo en la Universidad Técnica de Ambato, Facultad de
Ciencias Agropecuarias, en el laboratorio de suelo y de Microbiologia agricola y
ambiental. La localidad que esta ubicado en el sector EI Tambo, parroquia la Matriz
perteneciente del Canton Cevallos, provincia de Tungurahua se halla a 2850 msnm sus
coordenadas geograficas son: 01° 24’27’ de latitud Sur y a 78° 35' 00” de longitud Oeste,
ubicado a 19,31 km, al Sureste de Ambato

4.2. CARACTERISTICAS DEL LUGAR

Para el experimento se utilizd los Laboratorios de Suelos de Servicio al Publico y de
Microbiologia agricola y ambiental, de la Universidad Técnica de Ambato, Facultad de
Ciencias Agropecuarias, mismo que cuentan con condiciones de ambiente controlado,

conservandose a una temperatura promedio de 20°C y una humedad del 48%.
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4.3. EQUIPOS Y MATERIALES

4.3.1. Equipos
Bomba de vacio
Estufa
Rota vapor
Camara de flujo laminar
Autoclave
Molino
Plato caliente
Balanza analitica

Refrigerador

4.3.2. Materiales

Material vegetal (hojas cabuya negra, hojas cabuya blanca y semillas ashpa quinua)
Cajas Petri

Agar Papa Dextrosa

Puntas para sembrar microorganismos

Lampara de alcohol

Papel paraffim

Etanol
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Agua destilada

Embaces pléasticos estériles

Frascos de vidrio ambar

Frascos autoclavables de rosca (100, 500ml)
Papel filtro

Matraz quitasato

Embudo de porcelana

Papel aluminio

Antibioticos (Rifaximina y Ampicilina)
Probetas

Puntas de plastico

Pipetas
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4.4. FACTORES EN ESTUDIO

Los factores de estudio que esta investigacion se va a tomar en cuenta son los siguientes:

4.4.1. Extractos vegetales

Cabuya blanca X1
Cabuya negra X2

Ashpa quinua X3

4.4.2. Dosis
0% D1
0,5% D2
1% D3
2% D4
4% D5

4.4.3. Enfermedades

Phytophthora infestans El

Puccinia pittieriana E2
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4.5. TRATAMIENTOS

Tabla 1 Tratamientos investigados

N°  Simbolo Extracto vegetal Dosis Enfermedad

1 X1D1E1  Cabuya blanca 0% Phytophthora infestans
2 X1D2E1  Cabuya blanca 0.5% Phytophthora infestans
3 X1D3E1  Cabuya blanca 1% Phytophthora infestans
4 X1D4E1  Cabuya blanca 2% Phytophthora infestans
5 X1D4E1  Cabuya blanca 4% Phytophthora infestans
6 X2D1E1  Cabuya negra 0% Phytophthora infestans
7 X2D2E1  Cabuya negra 0.5% Phytophthora infestans
8 X2D3E1  Cabuya negra 1% Phytophthora infestans
9 X2D4E1  Cabuya negra 2% Phytophthora infestans
10 X2D5E1  Cabuya negra 4% Phytophthora infestans
11  X3D1El  Ashpaquinua 0% Phytophthora infestans
12 X3D2E1  Ashpaquinua 0.5% Phytophthora infestans
13  X3D3E1l  Ashpaquinua 1% Phytophthora infestans
14  X3D4E1l  Ashpaquinua 2% Phytophthora infestans
15  X3D5E1  Ashpa quinua 4% Phytophthora infestans
16 X1D1E2  Cabuya blanca 0% Puccinia pittieriana

17  X1D2E2  Cabuya blanca 0.5% Puccinia pittieriana

18 X1D3E2  Cabuya blanca 1% Puccinia pittieriana
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X1D4E2

X1D5E2

X2D1E2

X2D2E2

X2D3E2

X2DA4E2

X2D5E2

X3D1E2

X3D2E2

X3D3E2

X3D4E2

X3D5E2

Cabuya blanca
Cabuya blanca
Cabuya negra
Cabuya negra
Cabuya negra
Cabuya negra
Cabuya negra
Ashpa quinua
Ashpa quinua
Ashpa quinua
Ashpa quinua

Ashpa quinua

Testigo (P. infestans)

Testigo (P. pittieriana)

2%

4%

0%

0.5%

1%

2%

4%

0%

0.5%

1%

2%

4%

(Metalaxil)

(Oxicarboxin)

Puccinia pittieriana
Puccinia pittieriana
Puccinia pittieriana
Puccinia pittieriana
Puccinia pittieriana
Puccinia pittieriana
Puccinia pittieriana
Puccinia pittieriana
Puccinia pittieriana
Puccinia pittieriana
Puccinia pittieriana

Puccinia pittieriana
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4.6. DISENO EXPERIMENTAL

Para la evaluacion se plante6 un disefio experimental Completamente al azar (DCA) donde
se incluyeron 30 tratamientos y 2 testigos comerciales (Metalaxil; Oxicarboxin) cada uno

de los tratamientos con cuatro repeticiones.

4.7.MANEJO DEL EXPERIMENTO

4.7.1. Preparacion de extractos de plantas

Se recolect6 semillas de ashpa quinua Chenopodium album, hojas de cabuya negra (Agave
americana) y hojas de cabuya blanca (Furcraea andina), mismas que fueron secadas en
la estufa a una temperatura de 50°C hasta que estuvieran completamente secas,

posteriormente fueron trituradas en un molino de cuchillas.

En un matraz se pesé 100 g de muestra seca y molida de las tres plantas al que se afiadio
300 ml de etanol al 50%. Se dej6 macerar por 48 horas, posterior a esto se extrajo el

solvente utilizando el rota vapor y se prepar6 las soluciones en diferentes concentraciones.

4.7.2. Reproduccién de los hongos fitopatdgenos

Para el cultivo de Phytophthora infestans y Puccinia pittieriana se prepar6 el medio de
cultivo en un matraz con 250 ml de agua destilada y 10g de agar papa dextrosa (APD) y

se coloco en la autoclave por 2 horas, luego se dej6 enfriar.
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Para evitar contaminacion del medio de cultivo, se aplicaron antibioticos, 125 uL de
Rifaximina y 250 uL de Ampicilina en los 250 ml del medio.

En la cAmara de flujo laminar, se dispensaron el medio en 12 cajas Petri de 25 mly se dejo
reposar por una hora hasta conseguir la consistencia gelatinosa y se procedio a sembrar
las cepas de los hongos, en seis cajas Phytophthora infestans y en las otras seis restantes
Puccinia pittieriana, esto con la ayuda de una punta. Los medios con los hongos fueron

conservados a 23° C por 9 dias.

4.7.3. Siembra de hongos fitopatogenos

Se prepar6 un medio de agar papa dextrosa (PDA), se coloco en la autoclave a 121 ° Cy
se enfrio a 45 ° C. Posteriormente, se afiadio cantidades apropiadas de solucion madre de
cada extracto y agua destilada al medio PDA para obtener concentraciones del 0%, 0.5%,
1.0%, 2. %y 4% (p / v) de los extractos en el medio (Tabla 2). Los extractos de plantas
se mezclaron completamente con el medio. Se vertio veinte mililitros de cada medio en
cada una de las cajas de Petri esterilizadas de 90 mm de didmetro y se dejaran solidificar
durante una noche. Posteriormente con una punta plastica, se realiza una perforacién en
el centro de la caja petri para ser rellenada con el hongo patégeno (Phytophthora infestans

y Puccinia pittieriana) de acuerdo a los tratamientos establecidos.

Tabla 2 Concentraciones para preparar los medios de cultivo.

DOSIS
0% 0.5% 1% 2% 4%
Agar 100ml 99.5ml 99 ml 98ml 96ml
Extractos vegetales Oml 0.5ml iml 2ml 4ml
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4.8. VARIABLE RESPUESTA

4.8.1. Crecimiento de los hongos en el medio de cultivo

Se tomaron discos miceliales de 5 mm de didmetro de cultivos de Phytophthora infestans
y Puccinia Pittieriana de 9 dias de edad con un perforador de punta esterilizado y se
colocaron en el centro de cada caja petri. La posicion del disco se marcé en la base del
plato con un rotulador y dos ejes ortogonales, que pasaron por el centro del disco, ademas
se marcaron para usar como referencias para registrar el crecimiento. Las placas se
incubaron a 23 °C durante 168 h. El crecimiento miceliar se midié a lo largo de una linea
a partir del halo de crecimiento del microrganismo, se registraron exactamente a intervalos

de 24 h usando una regla. Cada tratamiento seré replicado cuatro veces.

4.8.2. Determinacién del porcentaje de inhibicion

Para determinar el porcentaje de inhibicién de Phytophthora infestans y Puccinia

Pittieriana, se determin6 mediante la siguiente formula:

% Inhibicié (D. halo del extracto — D. halo blanco) 100
= *
o fniubteion (D. halo control positivo — D. halo blanco)

(Ramirez y Diaz 2007).
4.9. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

Para el calculo y analisis de los datos de crecimiento de los hongos en el medio de cultivo,
se registrd en Excel 2016, para posteriormente procesar la informacion, mediante la
utilizacion del Analisis PROBIT.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.Crecimiento miceliar de los hongos fitopatdgenos (Phytophthora infestans,

Puccinia pittieriana)

La prueba de Tukey al 5% al analizar el crecimiento miceliar de Phytophthora infestans a
las 168 horas de haber iniciado el ensayo se puede inferir que los extractos vegetales de
ashpa quinua, al 1 % de concentracién, cabuya blanca al 2% y cabuya negra 4% presentan
un crecimiento de 2.73 (b), 3,93 (ab) y 4,05 (ab) cm. Mientras que el testigo comercial
(Metalaxil), presenta un crecimiento de 2,45 (b) cm y el testigo absoluto presenta un
crecimiento micelial que va en un rango de 3,85 (ab) hasta 6 (a) cm (tabla 3). Efecto
similar obtuvo (Alvarez 2011) al enmendar el medio de cultivo con 75.000 pg-mL™* de
concentracion de Furcraea gigantea vent que inhibe totalmente el crecimiento micelial de
P. infestans in vitro, determinado la presencia de metabolitos secundarios como alcaloides

y saponinas.

Por otra parte se registrd que el menor crecimiento miceliar de Puccinia pittieriana a las
168 horas en los diferentes tratamientos las dosis mas efectivas fueron cabuya blanca al
2%, cabuya negra al 4% y ashpa quinua al 2% mismas que reportaron valores de 2.08
(bcde), 1.30 (de) y 1.75 (cde) cm, mientras que el testigo comercial (Oxicarboxin 75%)
presentd un crecimiento de 0,93(e) cm y el blanco (Testigo absoluto) presenta un
crecimiento superior que oscila entre 3,20 (ab) y 3,55 (ab) cm (tabla 4). Bernal et al.
(2016), investigaron la actividad antifingica de extractos acuosos de Spathodea
campanulata Beauv como alternativa viable para el control de la roya del frijol,
obteniendo los mejores tratamientos para el control de la roya con extractos acuosos de
hojas y flores de S. campanulata a la concentracion de 10 %, mostrando actividad

antifungica.
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Tabla 3 Crecimiento miceliar de Phytophthora infestans tratado con diferentes concentraciones de extractos vegetales.

Tratamiento Dosis 48 h 72h 96h 120h 144h 168h

Cabuya blanca 0 1,58+0,126 a 2,400,490 ab 2,90+0,663 ab 3,20+0,980 abc 3,70+1,536 abc ~ 4.53+2.247 ab
0,5  1,25+0,100 bcd 2,05+0,100 bc 2,60+0,283abc 2,900,476 abc 3,40+0,909 abc  3.98+1.269 ab
1 1,15+0,100 cde 1,70+0,116 cd 2,450,100 bed 3,050,100 abc 3,65+0,100 abc ~ 4.70+0.356 ab
2 1,00+0,000 def 1,65+0,100 cd 2,15+0,100 bcd 2,80+0,000 bc 3,50+0,116 abc  3.93+0.723 ab
4 0,850,100 ef 1,30+0,116 de 1,750,100 def 2,65+0,473bcd 3,150,379 abc  4.88+0.650 ab

Cabuya negra 0 1,50+0,116 ab 2,75+0,100 a 3,25+0,192 a 3,95+0,192 a 5,00+0,432 a 6.00+0.956 a
0,5  1,25+0,100 bcd 2,35+0,100 ab 2,50+0,116 abcd  3,35+0,100 abc 3,950,252 ab 5.00+0.082 ab
1 1,10+0,116 de 1,65+0,100 cd 2,40+0,163 bcd 3,10+0,200 abc 3,65+0,252 abc  4.58+0.544 ab
2 0,90+0,116 ef 1,45+0,100 de 2,250,100 bed 3,10+0,200 abc 3,650,412 abc  4.78+0.222 ab
4 0,950,100 def 1,10+0,116 ef 1,3040,116 ef 1,55+0,192 de 2,80+0,490 bc  4.05+0.551 ab
Ashpa quinua 0 1,45+0,100 abc 2,10+0,116 bc 2,450,526 bcd 2,95+0,640 abc 3,45+1,570 abc  3.85+1.568 ab
0,5 1,55+0,100 ab 2,25+0,192 b 2,850,100 ab 3,55+0,300 ab 4,20+0,400 ab 4.53+0.443 ab

1 1,45+0,100 abc 2,00+0,000 bc 2,20+0,000 bed 2,450,252 bed 2,35+0,100 bc 2.73+0.171b

2 1,25+0,100 bcd 1,70+0,116 cd 2,00+0,283 cde 2,30+0,200 cde 2,50+0,346 bc 3.08+0.287 b

4 1,250,100 bcd 1,70+0,200 cd 2,15+0,192 bcd 2,55+0,342 bcd 2,80+0,365 bc 3.251£0.342 b

Metalaxil 0,70£0,116 f 1,810,525 f 1,00+0,163 f 1,30+0,116 f 1,80+0,231 c 2.45+0.332 b

abcd. Medias con letras diferentes entre filas difiere significativamente (p<0,05).
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Tabla 4 Crecimiento miceliar de Puccinia pittieriana tratado con diferentes concentraciones de extractos vegetales.

Tratamiento Dosis 48 h 72h 96h 120h 144h 168h
Cabuya blanca 0 1,50+0,116ab 2,40+0,163a 2,00+0,163 abc 2,300,116 abc 2,85+0,252 ab 3,55+0,915 ab
0,5 1,20+0,000 abcd 1,50+0,116 bcd 1,60+0,163 abcde 1,95+0,100abcd 2,35+0,100 abcd 2,80+0,116 abcd
1 1,05+0,100 cde 1,30+0,116 cde 1,45+0,100 abcde 1,60+0,231 abcd 1,95+0,100 abcd 2,15+0,058 bcde
2 0,90+0,116 de 1,10+0,116 de 1,30+0,116 bcde 1,50+0,116 abcd ~ 1,65+0,100 abcd  2,08+0,096 bcde
4 0,680,275 e 1,05+0,100 de 1,20+0,231 bcde 1,60+0,365 abcd  1,50+0,383 cd 2,150,995 bcde
Cabuya negra 0 1,60+0,163 a 1,65+0,252 bc 1,85+0,252 abcd 2,35+0,192 ab 2,80+0,163 abc 3,38+0,126 abc
0,5 1,20+0,163 abcd 1,25+0,300 cde 1,10+0,347 de 1,30+0,476 bcd 1,60+0,712 abcd 2,53+0,660 abcde
1 1,00+0,163 cde 1,15+0,100 cde 1,20+0,231 bcde 1,4040,231 bcd 1,55+0,100 bcd 1,83+0,126 bcde
2 1,00+0,000 cde 1,05+0,100 de 1,18+0,386 cde 1,20+0,283 cd 1,3540,252 d 1,73+0,378 cde
4 0,90+0,116 de 0,85+0,100 e 0,850,100 ef 1,00+0,283 de 1,05+0,300 de 1,30£0,245 de
Ashpa quinua 0 1,35+0,100 abc 1,65+0,100 bc 2,05+0,100 ab 2,30+0,116 abc 2,90+0,116 a 3,20+0,216 abc
0,5  1,10+0,258 bcd 1,15+0,300 cde 1,30+0,739 bcde 2,60+0,365 a 2,90+0,383 a 4,03+0,670 a
1 1,25+0,100 abecd  1,50+0,200 bcd 1,650,100 abcde ~ 1,90+0,503 abcd ~ 2,00+0,542 abcd  2,55+0,545 abcde
2 1,10+0,116 bcd 1,10+0,116 de 1,25+0,192 bcde 1,40+0,432 bcd 1,45+0,342 d 1,75+0,420 cde
4 1,35+0,100 abc 2,00+0,231 ab 2,20+0,490 abcde 2,55+1,012 a 2,85+1,350 ab 4,25+1,434 a
Oxicarboxin 0,00£0,000 f 0,00£0,000 f 0,00£0,000 f 0,00+0,000 e 0,00+0,000 e 0,93+0,150 e

abcd. Medias con letras diferentes entre filas difiere significativamente (p<0,05).
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5.2.Porcentaje de inhibicion de los hongos fitopatdgenos (Phytophthora

infestans, Puccinia pittieriana)

El porcentaje de inhibicion de Phytophthora infestans a las 168 horas con el extracto de
ashpa quinua al 1% presenta un valor de 92.25% (a), el extracto de cabuya negra al 4%,
61.25% (bc), mientras que con el extracto de cabuya blanca los resultados no fueron
favorables puesto que al 2% presenta una imbibicién de solo 55.50 % (bc), el testigo
(Metalaxil) presenta una inhibicion de 100% (a) y el testigo absoluto presenta un
porcentaje de inhibicion de 0% (tabla 5). Lo que concuerda con Abushaala et al. (2017)
quien sefiala que la aplicacion de extractos de plantas inhibe el crecimiento de patdgenos,
ya que dentro de su composicién bioguimica contienen metabolitos que muestran efectos

antifngicos.

El porcentaje de inhibicion de Puccinia pittieriana a las 168 horas mostro resultados
satisfactorios con el extracto de ashpa quinua al 4% presento inhibicion del 86,25% (ab)
y con el extracto de cabuya negra al 4 %, inhibié 82,75% (abc), mientras que con el
extracto de cabuya blanca los resultados fueron inferiores mostrando un 47.25% en la
dosis del 2% mostrando que no hubo efecto significativo sobre inhibicion de P.
pittieriana. EIl testigo (Oxicarboxin 75%), demostré una inhibicion de 100% (a) y el
testigo absoluto 0% de inhibicion (tabla 6), resultados que demuestran la efectividad de
los extractos vegetales como una alternativa bioldgica. Hernandez et al. (2007), en
condiciones in vitro los extractos inhiben el crecimiento del patégeno, asi como la

esporulacién y germinacion de esporas, de modo que ayudan a controlar las enfermedades
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Tabla 5: Porcentaje de inhibicion de Phytophthora infestans tratado con diferentes concentraciones de extractos vegetales.

Tratamiento Dosis 48 h 72h 96h 120h 144h 168h
Metalaxil 100+0,000 a 100+0,000 a 100+0,000 a 100+0,000 a 100+0,000 a 100+0,000 a
0 0,000,000 f 0,00+0,000 h 0,00+0,000 g 0,00+0,000 f 0,00+0,000 f 0,00+0,000 c
Cabuya blanca 0.5  35,75+8,6939 cdef 36,50+4,726 fg 33,35+11,82ef  41,25+1898 cde 29,75+4,272¢ 37,50+2,646 ¢
1 48,25+18,500 bcde 53,75+4,787 def 42,25+6,714 de  35,25+4,272 cde 42,5045,745 de 44,25+8,655 ¢
2 66,50+6,3509 abcd 56,25 +7,500 cde 52,08+2,413 cde 44,50+1,732 cde 47,00+0,000 de 55,50+5,000 bc
4 81,75+14,338 ab 73,50+ 7,895 hc 69,05+6,053 bc  50,25+18,88 cd  53,25+5,315cde  40,75+17,519 ¢
Cabuya negra 0.5 37,00£13,392 cdef 22,005,416 ¢ 37,837,047 ef  24,00+3,464 def 32,756,946 37,00£2,708 ¢
1 53,25+18,228 bcde 56,25+4,787cde 41,735,981 def 33,25+8,221 cde 42,50+10,247de  48,00+17,493 ¢
2 79,25+16,601 abc 63,50+4,726 cd 48,1845,334 de  33,75+8,221 cde 42,75+16,132de  42,75%8,770 ¢
4 74,75+17,988 abcd 83,25+8,302 ab 87,658,268 ab 91,008,756 ab  68,75+15,586 bcd  61,25+17,424 bc
Ashpa quinua 0.5 0,250+24,459 f 26,759,430 ¢ 22,86+3,211 f 16,25+10,874 ef 24,50+11,818 ef 48,50+11,387 ¢
1 13,50+11,210 ef 39,00+2,000 efg 50,18+3,395 cde 57,75+10,996c  83,00+8,446 ab 92,25+8,808 a
2 33,75+22,867def 53,75+4,787 def 57,93+8,199cd  63,00+8,982 bc  78,75+14,93abc  85,50+12,557 ab
4 37,00+13,392 cdef 53,759,465 def 52,25+9,314 cde 54,25+14,477c  69,75+16,317 bcd 80,50+ 9,147 ab

abcd. Medias con letras diferentes entre filas difiere significativamente (p<0,05).
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Tabla 6: Porcentaje de inhibicion de Puccinia pittieriana tratado con diferentes concentraciones de extractos vegetales.

Tratamiento Dosis 48 h 72h 96h 120h 144h 168h
Oxicarboxin 0.63  100+0.000 a 100+0.000 a 100+0.000 a 100+0.000 a 100+0.000 a 100+0.000 a
0 0.00+0.000 d 0.00+0.000 e 0.00+0.000 d 0.00+0.000 f 0.00+0.000 g 0.00+0.000 e
Cabuya blanca 0.5 22.25+5.500 cd 37.00£6.164 cd  19.250+13.500 cd  15.25+4.1932 def 17.00+7.528 efg 13.75+11.266 de
1 32.50+6.557 bc 4550+8.062 bc  27.00+£7.394 bcd  30.25+10.782 bcde  31.50+6.856 cdef ~ 43.75+5.680 abcde
2 41.75+10.210 bc  53.7546.131 bc  34.75+4.272 bcd  34.50+6.245 bcde 42.00+2.708 bcde 47.25+7.136 abcde
4 55.75+20.775 b 56.25+5.058 bc  39.75+12.12 bc 30.25+15.798 bcde  46.50+17.020 bcd ~ 44.00+40.62 abcde
Cabuya negra 0.5 22.00£15.895cd  47.50+12.152 bc 45.75+12.816 bc  43.75+18.679 bcd 45.00£20.865 bcde  29.50+29.41 cde
1 36.00£7.703 bc 51.75£7.228 bc  39.25+15.777 bc  38.50+13.279 bcde  45.00+7.703 bcde 58.50+8.737 abcd
2 35.75+4.500 bc 55.75+7.411bc  42.25+14.431bc  43.50+1.732 bcd 53.00+6.000 bc 63.25+21.469 abcd
4 41.75+10.210 bc  64.504£6.403 b 57.50+5.9722 b 56.25+14.009 b 62.75+11.325 b 82.75+11.529 abc
Ashpa quinua 0.5 28.75+£18.283 bcd 51.75+13.57 bc  36.75+32.077 bcd  12.75+10.720 ef 8.500+8.888 fg 42.75%29.982 bcde
1 19.25+6.652 cd 37.0004£9.764 cd 16.75+11.644cd  12.00+£3.830 f 20.25+7.805 defg 24.75+29.669 de
2 29.25+6.131 bcd  49.750+3.686 bc  29.50+5.7446 bcd  26.00+2.582 cdef =~ 41.75+6.238 bcde ~ 46.25+3.500 abcde
4 12.754+10.21 cd 16.500+7.048 de 19.75+7.8475cd  48.50+7.506 bc 41.25+12.010 bcde  86.25+8.958 ab

abcd. Medias con letras diferentes entre filas difiere significativamente (p<0,05).
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES, BIBLIOGRAFIA Y ANEXOS

6.1. CONCLUSIONES

El extracto de ashpa quinua al 1% en el control del tizon tardio (Phytophthora infestans),
presenta un menor crecimiento miceliar y un mayor porcentaje de inhibicion, 2.73 cm y
92,25 % respectivamente. Mientras que el testigo comercial (metalaxil) reporta un

crecimiento miceliar de 2,45 cm y 100% de inhibicion.

En el control de roya (Puccinia pittieriana) el extracto de cabuya negra al 4% presenta un
crecimiento miceliar de 1.30 cm, el testigo comercial obtiene un crecimiento de 0.93 cm.
Mientras que el porcentaje de inhibicion se ve influenciado por los extractos de Ashpa
quinua y cabuya negra con valores de 86,25% y 82,75% respectivamente, mientras que el
testigo comercial reporté 100% de inhibicion. Esto puede deberse a la capacidad
antifingica de las saponinas ya que al formar complejos con esteroles, proteinas y
fosfolipidos de las membranas es el principal mecanismo de actividad frente a los
fitopatdgenos (Apaza et al. 2016),

Los extractos vegetales de Furcraea andina, Agave americana y Chenopodium album,
mostraron efectos fungicidas debido a la presencia de diversos metabolitos secundarios
tales como saponinas, alcaloides, flavonoides entre otros, demostrando que los extractos
en condiciones in vitro inhiben el crecimiento del patégeno asi como la esporulacion y

germinacion de esporas.
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6.3. ANEXOS

ANEXO 1: PREPARACION DE LOS EXTRACTOS VEGETALES.

ANEXOS 2: REPRODUCCION DE HONGOS FITOPATOGENOS (Phytophthora
infestans, Puccinia pittieriana)
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ANEXO 3: SIEMBRA DE HONGOS FITOPATOGENOS, EN LOS MEDIO DE
CULTIVO QUE CONTIENEN DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LOS
EXTRACTOS VEGETALES.

ANEXO 4: TOMA DE DATOS PARA DETERMINAR EL CRECIMIENTO
MICELIAR DE LOS HONGOS Y EL PORCENTAJE DE INHIBICION
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ANEXO 5: CRECIMIENTO MICELIAR DE Phytophthora infestans A LAS 168
HORAS EN LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES CON EXTRACTO DE

ASHPA QUINUA, CABUYA NEGRA Y CABUYA BLANCA MAS EL TESTIGO
(METALAXIL)

Extracto de ashpa quinua

Extracto de cabuya negra

Extracto de cabuya blanca
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ANEXO 6: CRECIMIENTO MICELIAR DE Puccinia pittieriana A LAS 168 HORAS
EN LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES CON EXTRACTO DE ASHPA
QUINUA, CABUYA NEGRA Y CABUYA BLANCA, MAS EL TESTIGO
COMERCIAL (OXICARBOXIN 75%)

Extracto de ashpa quinua

Extracto de cabuya negra

Extracto de cabuya blanca
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