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RESUMEN

Una de las enfermedades fitosanitarias que lo amenaza es el Tizon tardio provocado
por el hongo Phytophtora infestans esto debido a la resistencia que va presentando con
el pasar de los tiempos a los compuestos quimicos y su uso indiscriminado, por ello se
busca manejos alternativos para el control de este hongo. En este estudio, se evalud in
vitro el efecto antifungico de los hidrolatos de Cymbopogon citratus, Cinnamomum
verum y una combinacion de ambos (en partes iguales) obtenidos por arrastre de vapor
sobre Phytophtora infestans aislado de Solanum Tuberosum. Los resultados fueron
determinados a los 3, 7 y 9 dias. Se uso la técnica de medio envenenado, con tres
concentraciones de cada uno (20%, 30% y 40%). Luego se determind la concentracién
con mayor respuesta inhibitoria. La cuantificacion del crecimiento micelial se utilizo
para determinar el efecto regulador que causa el hidrolato. Los resultados mostraron
que el hidrolato de canela (Cymbopogon citratus) con su tratamiento H1C3 mostr6 que
al dia 9 obtuvo el menor crecimiento micelial del hongo P. infestans. Se concluye asi
que el hidrolato de Canela a una concentracion del 40% tienen un resultado muy
favorable para inhibir el crecimiento de P. infestans con un 84,14% de efectividad,
siendo este una buena alternativa para el control de P. infestans y ademas de ello
precautelar la salud de la planta y el suelo.

Palabras claves: Hidrolatos, Cymbopogon citratus, Cinnamomum verum,
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SUMMARY

One of the phytosanitary diseases that threatens it is late blight caused by the fungus
Phytophtora infestans, due to the resistance to chemical compounds and their
indiscriminate use, which is why alternative management methods are being sought to
control this fungus. In this study, the antifungal effect of hydrolysates of Cymbopogon
citratus, Cinnamomum verum and a combination of both (in equal parts) obtained by
vapor entrainment on Phytophtora infestans isolated from Solanum Tuberosum was
evaluated in vitro. Results were determined at 3, 7 and 9 days. The poisoned medium
technique was used, with three concentrations of each (20%, 30% and 40%). The
concentration with the highest inhibitory response was then determined. The
quantification of mycelial growth was used to determine the regulatory effect caused
by the hydrolate. The results showed that cinnamon (Cymbopogon citratus) hydrolate
with its H1C3 treatment showed the lowest mycelial growth of P. infestans fungus at
day 9. It is concluded that Cinnamon hydrolate at a concentration of 40% has a very
favorable result to inhibit the growth of P. infestans with 84.14% effectiveness, being
a good alternative for the control of P. infestans and also to protect the health of the

plant and the soil.

Key words: Hydrolates, Cymbopogon citratus, Cinnamomum verum,
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Los mayores obstaculos para la produccion agricola son los problemas fitosanitarios o
enfermedades que afectan a las plantas, lo que reduce la calidad final del producto y
el rendimiento. La rentabilidad final del cultivo puede verse afectada por dafios totales
o parciales. La calidad de las semillas sembradas y las condiciones ambientales pueden
ser factores que aporten al desarrollo de algunas de las enfermedades mas

problematicas para los cultivos (Méndez y Gaete, 2021).

Pérez y Forbes (2008) mencionan que Phytophtora infestans es una de las mas
dafinas enfermedades que afectan a las solanaceas y otras familias vegetales en todo
el mundo. Sus sintomas se presentan como lesiones necroticas en las hojas y tallos, lo
que provoca la muerte de los tejidos, debido a los esporangios presentes en las hojas y
tallos. EI hongo Phytophtora infestans puede sobrevivir en forma de micelio en

tubérculos, plantas voluntarias o semillas para infectar el cultivo mas tarde.

Segun Garcia et al. (2017), como resultado de estas pérdidas, se han implementado
un control quimico excesivo sin considerar los efectos residuales que contaminan el
agua, el suelo, las plantas, los animales y por ende perjudica la salud humana. Carrefio
et al. (2007) sugieren mecanismos de control biol6gico ya que se ha visto el excesivo
uso de fungicidas, por lo que se buscan nuevas opciones ecoldgicas a través del control
botanico, el cual implica el uso de extractos o subproductos vegetales ya que estos
ayudan a la intervencion en el desarrollo de los hongos, lo cual favorece a la reduccion
de la severidad de la enfermedad. Hasta la aparicién de los plaguicidas sintéticos, el
uso de extractos vegetales para el control de plagas agricolas era una préactica extendida

en muchas culturas y regiones del planeta (Molina, 2001).

Los hidrolatos, también conocidos como aguas florales o aguas destiladas, son
productos de destilacion de plantas aromaticas, flores, hierbas u otros materiales
vegetales. Estos productos se obtienen a través de un proceso de destilacion al vapor

0 extraccidn por arrastre de vapor, en el que el agua se calienta y se pasa a través de la
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materia vegetal, permitiendo la liberacion de los componentes aromaticos y

beneficiosos de la planta (Nucleosys. S.f.).

Segun Alvarez (2013), los hidrolatos contienen trazas de aceites esenciales y otros
compuestos solubles en agua de la planta. Los compuestos aromaticos, los
fitonutrientes y los minerales son algunos de estos elementos. Es importante tener en
cuenta que los hidrolatos son menos concentrados que los aceites esenciales, por lo

que suelen tener un aroma y propiedades mas suaves.

En este trabajo, se estudid in vitro el efecto antifingico de los hidrolatos de
Cymbopogon citratus, Cinnamomum verum y una combinacion de ambos (en partes
iguales) obtenidos por arrastre de vapor sobre Phytophtora infestans aislado de
Solanum tuberosum. Se uso la técnica de medio envenenado, con tres concentraciones
de cada uno (20%, 30% y 40%) con el propoésito de producir alternativas menos

contaminantes para el manejo de este patdgeno.
1.1.Antecedentes investigativos

Antes de que el hombre participara activamente en su proteccion, las plantas podian
defenderse de las plagas. Se sabe que producen una amplia gama de metabolitos
secundarios relacionados con mecanismos de defensa. Dependiendo de su polaridad,
se pueden obtener diferentes compuestos a partir de extractos de plantas utilizando
diferentes métodos, como extractos acuosos, polvos u otros disolventes. Numerosos
productos de origen vegetal han demostrado un efecto antimicrobiano. Estas sustancias
son flavonoides, fenoles, terpenos, aceites esenciales, alcaloides, lectinas, saponinasy

polipéptidos, que destacan entre otras (Hernandez et al, 2007).

Fue determinado por Solarte y Osorio (2014) que el contenido final de sapogeninas
(hecogenina o tigogenina) componentes que habian sido reportados como potenciales
inhibidores de hongos patégenos, y especificamente de Phytopthora infestans, en el
articulo titulado “Evaluacion de la concentracion de fique jugo (Furcraea spp) para el
control in vitro de Phytopthora infestans en plantas de papa (Solanum tuberosum)".
infestans, los cuales fueron cultivados en cajas de Petri mediante diversos tratamientos

y utilizando discos de micelio del patdgeno con un diametro de 1,2 cm. La temperatura
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y la duracién son dos elementos que inciden directamente en la concentracion del jugo
de fique. Se realizd un analisis de varianza de los datos para la evaluacion y se
descubrio que el tratamiento C1 (90°C durante 120 min) es la mejor combinacion para
lograr un nivel de inhibicion de patégenos del 100 por ciento. De estos resultados
concluyeron que debido a que el jugo de fique tiene propiedades antiflngicas, se
convierte en un muy buen sustituto para tratar la gota de papa causada por el hongo

Phytophtora infestans.
1.2.Hidrolatos

Los hidrolatos, también conocidos como aguas florales o aguas destiladas, son
productos derivados de la destilacion de plantas aromaticas, flores, hierbas u otros
materiales vegetales. Estos productos se obtienen mediante un proceso de destilacion
al vapor o extraccion por arrastre de vapor, en el cual se calienta agua y se pasa a través
de la materia vegetal, lo que permite la liberacion de los componentes aromaticos y

beneficiosos de la planta (Nucleosys. S.f.).

Alvarez, (2013) afirma que los hidrolatos contienen trazas de aceites esenciales, asi
como otros compuestos solubles en agua que provienen de la planta. Estos compuestos
incluyen compuestos aromaticos, fitonutrientes, minerales. Es importante destacar que
los hidrolatos son menos concentrados que los aceites esenciales, por lo que su aroma

y sus propiedades suelen ser mas suaves.

1.2.1. Uso de principios activos de hidrolatos

Son subproductos de la sintesis organica y, cuando ingresan a una planta, activan la
fitoalexinas, que son los mecanismos de defensa integrados en la planta. Hualcapi
(2012) afirma, ademas, que el efecto de los extractos vegetales sobre las enfermedades
se produce por el fortalecimiento estructural de la planta, aumentando su resistencia a
la penetracidn de micelios fungicos y picaduras de hongos, en lugar de ser causado por

algun tipo de toxicidad directa.
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1.3.Canela (Cinnamomum verum)

1.3.1. Taxonomia

Segun Velastegui (2011) su taxonomia es:

Tabla 1
Clasificacion taxonomica de la canela
Taxon Nombre

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Laurales
Familia: Lauraceae
Género: Cinnamomum
Especie: C. verum

1.3.2. Descripcién botanica

La canela es un arbol perenne de entre 8 a 15 metros de altura, aunque cuando se
trasplanta suele ser més pequefio y adoptar la forma de un arbusto. Su corteza es la
parte mas importante, es de color marrén grisaceo y tiene un ciclo vital perenne. Su
tronco tiene consistencia de madera. Las hojas son ovaladas y puntiagudas, de color
verde brillante en el haz, tienen cinco nervios rojos, uno en el medio y otro en el dorso,
en forma de arco, convergiendo en la base, y otro conjunto de nervios forma un angulo
en el envés. El peciolo de la hoja mide entre 10 y 20 mm, es fuerte y de forma concava.
Sus flores son hermafroditas (contienen estambres y pistilos en una misma flor), de
color blanco o amarillo verdoso y cubiertas de pelos, bracteas y actinomorfas. El
perianto es indiferenciado, formado por seis sépalos libres. Las flores miden alrededor
de 0,5 cm de largo, se encuentran agrupadas en paniculas que crecen en las axilas de
las hojas o incluso en las puntas y alcanzan una longitud similar a la longitud de las
hojas. El fruto es una baya larga, eliptica, de unos 12,5 cm de altura, muy oscura, de
color azul oscuro, con una semilla en su interior. Se reproduce a partir de semillas

contenidas en las bayas y también por propagacion vegetativa (INECOL, 2018).
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1.3.3. Propiedades de la Canela (Cinnamomum verum)

La canela tiene un aroma caracteristico, este se debe a los aceites esenciales aromaticos
que constituyen del 0,5 al 2,5% de su composicion. El ingrediente principal es el
aldehido cindmico, asi como el eugenol y el alcohol cindmico. En menores
proporciones encontramos aldehido hidroxicinamico, aldehido o-metoxicinamico,
acetato cindmico, terpenos (linalol, diterpeno), taninos, mucilagos, oligdmeros y

polimeros de proantocianidinas y carbohidratos (Hurtado, 2015).

Los hidrolatos de canela estdn constituidos mayoritariamente por derivados
fenilpropanicos como E-cinamaldehido, eugenol, acetato de cinamilo y componentes
monoterpénicos como linalol, cineol y sesquiterpénicos como beta-cariofileno. La
canela es una planta aromatica con poderosas propiedades antisépticas,
antiinfecciosas, antifingicas y antibacterianas que pueden matar el 98 por ciento de
los microorganismos patégenos presentes en otras plantas, animales y hasta humanos.
El aceite de corteza de canela y sus extractos tienen propiedades antifingicas,

antibacterianas y antivirales (Lagos, 2018).
1.4. Hierba luisa (Cymbopogon citratus)

1.4.1. Taxonomia

Tabla 2
Clasificacion taxondmica de la hierba luisa

Taxon Nombre
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Poales
Familia: Poaceae
Género: Cymbopogon
Especie: Cymbopogon citratus

Fuente: (Leyvaetal., 2011)
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1.4.2. Descripcion botanica

La hierba luisa es una planta herbacea, perenne erecta, aromatica y miembro de la
familia de las gramineas que se propaga mediante esquejes. Su inflorescencia se
encuentra en forma de racimos con segmentos vellosos de hasta 60 cm de largo; las
espiguillas son sesiles, de forma lineal-lanceoladas y planas en el dorso. Las hojas, que
emergen del suelo formando densos macollos, son alargadas como cintas y de color
verde claro. Tienen un aroma fuerte (Leyva et al., 2011).

1.4.3. Propiedades de la hierba luisa (Cymbopogon citratus)

El hidrolato de C. citratus es abundante en metabolitos secundarios y contiene un
46,15 % de familias de compuestos, que incluyen cumarinas, metilencetonas, esteroles
insaturados, triterpenos, fenilpropanoides y catequinas. Los principales principios
activos de su extracto son: el geraniol y el citronelol, estos compuestos tienen efecto
antiséptico y le confieren propiedades fungistaticas e incluso bactericidas (Vélez,
2018).

En el articulo de Enriquez (2023) titulado “Bioactivos de la hierba luisa utilizados en
la industria” logro identificar la aplicacion de mirceno, citronelol, geraniol y neral en
el area agricola. Haciendo que estos componentes de hierba luisa funcionen como:
Repelente de insectos: El extracto de hierba luisa contiene citral, mirceno, citronelol y
geraniol para ahuyentar insectos como mosquitos y pulgones.

Fungicida: ElI componente citral, que previene la germinacion del hongo y el
crecimiento de su micelio, es la fuente del alto poder fungicida.

Herbicida: El citral, el componente principal del herbicida, se utiliza para controlar las

malas hierbas.
1.5. Phytopthora infestans

Phytopthora infestans es un hongo oomiceto conocido por ser el causante de la
enfermedad llamada tizon tardio o mildit. Para este hongo las principales plantas
hospederas son: la papa (Solanum tuberosum L.), el tomate (Lycopersicum esculentum

Mill) y muchas otras especies de pertenecientes a la familia de las solanaceas, ademas
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de otras familias de especies vegetales (Andrango, 2017). La enfermedad se transmite
principalmente a través de plantas voluntarias, tubérculos, semillas, desechos de papa
y otros huéspedes susceptibles donde P. infestans puede sobrevivir en tejido vivo
(Cardona et al, 2016).

1.5.1. Taxonomia
Tabla 3

Clasificacion taxonémica de Phytopthora infestans.

TAXON NOMBRE

Reino: Pseudofungi

Phylum: Oomycota

Clase: Oomycete

Orden: Pythiales

Familia: Pythiaceae

Genero: Phytopthora

Especie: infestans

Nombre cientifico Phytopthora infestans

Fuente: (Realpe, 2010)

1.5.2. Ciclo de vida

El hongo P. infestans invade y se reproduce en las partes aéreas de la planta huésped.
Es ectopico y se caracteriza por la diferenciacion de micelios vegetativos para formar
esporangios (estructuras que contienen esporas) y esporas asexuales (zoosporas).
Ademas, existen dos tipos de apareamiento en la reproduccion sexual: Al y A2
(Yépez, 2016).
1.5.2.1 Reproduccion sexual

Realpe (2010) afirma que la reproduccion sexual requiere dos tipos de apareamiento.
Uno acttia como gameto femenino (A1) y el otro actiia como gameto masculino (A2),
dando lugar a la formacion de oosporas, estructuras que facilitan la reproduccion

cuando los patdgenos viven en condiciones desfavorables, permanecen inactivos
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durante mucho tiempo, tienen genotipos resistentes y muy agresivos. Cada tipo de
apareamiento es hermafrodita y puede producir oogonios y anteridios mediante
diferenciacion del micelio vegetativo. Ambos tipos de cruces se consideran grupos sin
compatibilidad sexual. Esto se debe a que un tipo de anteridio u oogonio puede

cruzarse con un tipo opuesto de oogonio o anteridio.

1.5.2.2 Reproduccion asexual

Los patogenos asexuales prefieren ambientes frios o hUmedos. La temperatura 6ptima
para la esporulacion (formacion de esporas) es de 12-18°C, en ambientes con
saturacion de agua o proximos a saturarse (Agrios, 2004). La produccién de zoosporas
es favorable a temperaturas inferiores a 15°C. Las zoosporas se depositan sobre
superficies duras dandoles forma redonda y formando una pared celular, cuando estan
hdmedas desarrollan tubos germinales y entran a la hoja a través de los estomas, donde
las hifas penetran directamente a través de la cuticula. La temperatura mas adecuada
para el crecimiento de las lesiones es de 20-24 ° C. El ciclo de vida asexual de P.
infestans puede completarse en menos de 4 dias en condiciones ambientales
favorables. Sin embargo, es posible que los sintomas no aparezcan hasta 3 o0 4 dias
después de la infeccién inicial (Pérez & Forbes, 2008).

En la figura 1 de INTAGRI (2018) se observa estos dos tipos de reproduccion de P.

infestans en una planta de papa (Solanum tuberosum).
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© I =
x N
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cospora
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w |
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llustracion 1 Ciclo de vida de Phytophtora infestans
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1.5.3. Micelio
Los filamentos cenociticos "hialinos™ (hifas) que forman las estructuras somaticas
(talos) estan ramificados. EI micelio rara vez crece simétricamente y, a veces, se

esponja, se retuerce o se tubercula (Echemendia, 2012).

Andrango (2017) asegura que, en ausencia de un huésped, el micelio puede sobrevivir
saprofitamente en particulas de materia organica del suelo. Cuando las especies de
Phytophtora se cultivan in vitro, una serie de variables, incluida la composicion del
medio, la temperatura, los nutrientes, la tensién de oxigeno, CO2, el pH y, en menor
medida, la luz, afectan el desarrollo del micelio. Estas especies se pueden cultivar in
vitro a niveles de pH entre 3 y 10, siendo un rango entre 4 y 5 el punto éptimo para
que la mayoria de las especies crezcan hasta su maximo potencial. Los niveles de pH
que promueven el mejor desarrollo del micelio también suelen favorecer la produccion

de esporangios, clamidosporas y oosporas (Echemendia, 2012).

1.5.4. Epidemiologia

Acufia (2007) asegura que la infeccion se desarrolla durante al menos 12 horas antes
de que aparezcan los primeros sintomas, los que puede tardar entre 5y 7 dias en acabar
con la vida de la planta.

Infecta los diversos drganos de la planta, incluidas sus raices, tubérculos, tallos, hojas,
flores y frutos (Agrios, 2004). Una vez enferma la planta las hojas y el tallo exhiben
las lesiones necroticas mas graves, debido a que los tejidos se destruyen durante la fase
de infeccion foliar, hay una reduccion en la capacidad fotosintética, lo que reduce el

rendimiento de la produccién (Realpe, 2010).

Phytopthora infestans generalmente se comporta como una enfermedad policiclica en
el campo, provocando una curva de progreso cuya forma varia dependiendo de las
condiciones climaticas, pudiendo convertirse en epidemia en ciertos rangos de

temperatura (Ortiz & Ferrera, 2004).

Alor (2015) menciona gque, dependiendo de la estacion, este patdgeno puede sobrevivir

como micelio o esporas (esporangios u oosporas). Los residuos de plantas o
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tubérculos-semillas suelen ser las primeras fuentes de indculo. Si se ha producido
reproduccion sexual, las esporas del suelo serian la causa de la infeccion. Cuando una
planta se infecta asexualmente, los esporangios de sus hojas y tallos pueden propagarse
por el viento y la lluvia, infectando a huéspedes cercanos o a tubérculos ya infectados
en el suelo. A demas afirma que la enfermedad también puede propagarse durante el
periodo vegetativo al lavar los esporangios en el suelo y entrar en contacto con las
partes aereas de las plantas infectadas, o puede surgir de los tubérculos o semillas

infectados durante el periodo posterior a la cosecha.
1.6. OBJETIVOS

1.6.1. Obijetivo General

e Evaluar el efecto de hidrolatos de Cymbopogon citratus y Cinnamomum verum
en el control in vitro de Phytophtora infestan.

1.6.2. Objetivos Especificos

e Determinar el hidrolato que inhibe el crecimiento de Phytopthora infestans in
vitro.

e Establecer la concentracion adecuada de los hidrolatos para inhibir el
crecimiento de Phytopthora infestans.
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CAPITULO II

METODOLOGIA

2.1.Ubicacion del experimento (ensayo)

El estudio se realizara en los laboratorios de Sanidad Vegetal y Bio-insumos de la

Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato en el canton

Cevallos, provincia de Tungurahua.

2.2.Equipos y materiales

2.2.1. Equipos

L]

Autoclave

Camara de flujo laminar

2.2.2. Materiales

Agar Papa Dextrosa
Agua destilada
Antibidticos (penicilina)
Cajas Petri plasticas
Frascos autoclavables de rosca (100, 500ml)
Lampara de alcohol
Matraz (300 ml)

Papel aluminio

Papel film

Pinza

Probetas

Puntas de plastico

Puntas para sembrar microorganismos

2.2.3. Materiales de oficina

L]

Regla
Rotulador
Cuaderno

Esferogréafico
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2.3. Factores en estudio

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

siguientes:

2.3.1. Hidrolatos
Canela H1
Hierba Luisa H2
Canela + Hierba Luisa H3

2.3.2. Concentraciones

TESTIGO

20 % C1
30% C2
40% C3

2.3.3. Tratamientos
Tabla 4
Esquema de la distribucion para la aplicacion de los tratamientos en el ensayo

N° Simbolo Hidrolato Concentracion
1 H1C1 Canela 20%
2 H1C2 Canela 30%
3 H1C3 Canela 40%
4 H2C1 Hierba Luisa 20%
5 H2C2 Hierba Luisa 30%
6 H2C3 Hierba Luisa 40%
8 H3C1 10%cCanela + 10%Hierba Luisa  20%
9 H3C2 15%cCanela + 15%Hierba Luisa  30%
10 H3C3 20%Canela + 20%Hierba Luisa  40%

11 TESTIGO
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2.4. Diselo experimental

Se utilizara un disefio experimental Completamente al azar en arreglo factorial 3x3+1

con tres repeticiones.
2.5. Manejo del experimento

2.5.1. Obtencion de hidrolatos.
Para dar cumplimiento al objetivo se llevd a cabo la extraccion de los hidrolatos de
canela y hierba luisa. Se selecciono las ramas a utilizar, eliminando tierra que pudiera
estar adherida. Se peso una muestra de 10 kg de hierba luisa en una balanza analitica
ADAM vy se redujo su tamafio para aumentar la superficie de contacto. Se coloco en
un bal6n de tres bocas de 1000 ml que estaba conectado al equipo de destilacién por
arrastre de vapor, conformado a su vez por un balon generador de vapor de 1000 ml,
un matraz de 250 ml, dos placas calefactoras digitales, un termémetro de vidrio, un
condensador, conexiones de vidrio y goma. En un matraz se peso 100 g de muestra
seca (canela) y molida (hierba luisa) de las dos plantas al que se afiadié 300 ml de
etanol al 50% Se dejo macerar por 48 horas, posterior a esto se concentrd y se prepard

las soluciones en diferentes concentraciones (Ramirez, et al. 2016).

2.5.2. Obtencién de Phytophtora infestans
Las muestras de P. infestans se obtuvieron de un cultivo de papa (Solanum tuberosum)
variedad super chola. Se tomaron muestras de hojas que presentaban sintomas como
lo describe Pineda et al. (2020): manchas de forma irregular, de color marrén oscuro
claro, parecen humedas y, a veces, estan rodeadas de amarillo. Los sintomas aparecen
primero en los bordes y puntas de las hojas y, cuando estan mojadas, aparecen manchas
blancas en el envés de las hojas. Las lesiones se expanden rapidamente y adquieren un
color marrén oscuro, provocando necrosis y muerte del tejido afectado. Las plantas

infectadas emiten un olor caracteristico debido a la rapida destruccion del tejido foliar.

2.5.3. Reproduccion de los hongos fitopatogenos
Primero se realizaron cAmaras himedas con las muestras vegetales infectadas para que
el hongo se desarrolle y con esto obtener muestras para su multiplicacion en el medio

in vitro. Para el cultivo de Phytopthora infestans se preparé el medio en un matraz con



25

150 ml de agua destilada y 10 g de agar, se colocé en la autoclave por 30 minutos,
luego se lo dejo enfriar por 5 minutos. Para evitar contaminacion del medio de cultivo,
se aplico antibidticos, 100 uL. de Ampicilina en los 150 ml del medio. En la cdmara de
flujo laminar, se dispenso el medio en 5 cajas Petri de 20 ml y se dej6 reposar por una
hora hasta conseguir la consistencia gelatinosa y se procede a sembrar las cepas del
hongo Phytopthora infestans, esto con la ayuda de una punta. Los medios con los

hongos seran conservados a 22° C por 7 dias (Manobanda, 2019).

2.5.4. Siembra de hongos fitopatdégenos

Se prepard un medio de agar papa dextrosa (PDA) y se coloco en la autoclave a 121 °
C y se enfrio a 45 ° C. Posteriormente, se afiadio cantidades apropiadas de cada
hidrolato al medio PDA para obtener concentraciones del 20%, 30 %y 40% (p / v) de
los hidrolatos en el medio. Los hidrolatos se mezclaron completamente con el medio.
Se vertio 20 ml de cada medio en cada una de las placas de Petri esterilizadas de 90
mm de didmetro y se dejaron solidificar durante una noche. Posteriormente con una
punta plastica, se realizo una perforacion en el centro del medio para ser rellenada con
el hongo patdgeno (Phytopthora infestans) de acuerdo a los tratamientos establecidos.
Utilizando un punzén con punta esterilizada, se extraeran discos de micelio de 8 mm
de diametro de cultivos de Phytopthora infestans de 9 dias y se colocaran en el medio
de cada placa Petri. En la base de la placa, la ubicacién del disco se marcard con un
rotulador y también se marcaran dos ejes ortogonales que pasan por el centro del disco
para usarlos como estandares al registrar el crecimiento. Las placas se incubaran a
22°C durante 10 dias (Manobanda, 2019).

2.6.Variable respuesta

2.6.1. Porcentaje de Crecimiento del hongo en el medio de cultivo
Usando una regla, se midi6 el crecimiento a lo largo de la linea marcada en la parte
posterior de la caja Petri y se registré la medida en milimetros cada 24 horas. Cada
tratamiento seré replicado tres veces. Los resultados seran definidos a los dias 3,7 y 9.
Para determinar el porcentaje de crecimiento de la cepa, se utilizo la formula de
Ramirez y Diaz (2007):

o (Didmetro del crecimiento del hongo estracto)
% de crecimiento = — - * 100
(Diametro del control negativo)
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2.6.2. Determinacion del porcentaje de inhibicion

Los resultados seran definidos a los dias 7 y 9. Para la determinacién del porcentaje de

inhibicidn de Phytophtora infestans, se utilizé la formula de Arce-Araya et al. (2019):

% de inhibicion = 100 — % de crecimiento
2.7.Procesamiento de la informacién

Para el analisis y célculo de los datos obtenidos del crecimiento del hongo en el medio
de cultivo, se realizo el registro en Excel 2019. Todos los analisis se realizaron en el
programa InfoStat para luego ser procesada dicha informacién, en el analisis ADEVA
y Tukey al 0.05%.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1.Porcentaje de crecimiento miceliar de Phytophtora infestans

Finalizada la toma de datos, se aplicé la férmula para determinar el porcentaje de
crecimiento, estos resultados fueron ingresados en el ADEVA en donde se muestra
que los datos tienen diferencia significativa entre tratamientos y se realizo6 la prueba
de Tukey al 5%.

En la ilustracion 2 se presenta el analisis del crecimiento que obtuvo P. infestans en el
dia 3 en donde dos de los tratamientos con hidrolato de canela (Cinnamomum verum)
(H1C2 y H1C3) presentaron un crecimiento minimo, menor al 15% destacando el
tratamiento H1C3 el cual presento el 0% de crecimiento; los tratamientos con hidrolato
de hierba luisa (Cymbopogon citratus) mostraron un crecimiento muy alto para los
primeros 3 dias, mientras que los tratamientos H3C2 Y H3C3 de hidrolatos

combinados (Canela + hierba luisa) mostraron un crecimiento menor al 40%.
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Iustracion 2 Analisis del porcentaje de crecimiento DIA 3

En lailustracion 3 se muestra el crecimiento del hongo en el dia 7, en donde se muestra
que el tratamiento con hidrolato de canela H1C3 presentan ya el 8,57%, a pesar de
esto sigue siendo el tratamiento con menor crecimiento, por otro lado, el tratamiento
con hidrolato de hierba luisa H2C1 presenta el 87,1% de crecimiento siendo este el

mayor porcentaje.
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Ilustracion 3 Analisis del porcentaje de crecimiento DIA 7

En la ilustracion 4 tenemos los resultados del crecimiento de P. infestans del dia 9, en
donde, el tratamiento con hidrolato de canela H1C3 obtuvo un crecimiento final del
15,9% siendo asi el mejor tratamiento, por otra parte, en tratamiento con el hidrolato
de hierba luisa H2C1 creci6 el 89,7% lo que indica que este es el peor tratamiento para
el manejo de P. infestans. Cabe mencionar también que los tratamientos con hidrolatos
combinados de canela + hierba luisa H3C2 Y H3C3 presentaron un crecimiento lento

y a la par llegando a porcentajes menores al 50%.
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Ilustracion 4 Analisis del porcentaje de crecimiento DIA 9

El efecto del hidrolato de canela en el crecimiento de P. infestans se debe a la presencia
de componentes terpénicos como el cineol, el cual causa toxicidad a los hongos y es
capaz de detener el crecimiento. Lo que concuerda con Morcia et al, (2012) que en su
investigacion titulada “Actividad antifdngica in vitro de terpinen-4-ol, eugenol,
carvona, 1,8-cineol (eucaliptol) y timol contra patégenos vegetales micotoxigénicos”
descubri6 que el cineol y varios otros terpenos presentes en varias plantas mostraban
efectos tdxicos contra multiples variedades fungicas, como el Fusarium subglutinans,
el Fusarium cerealis, el Aspergillus tubingensis, la Alternaria alternata'y

el Penicillium sp.
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3.2.Determinacion del porcentaje de inhibicion

En la ilustracion 5 se muestra el porcentaje de inhibicion de P. infestans del dia 3 en
donde los tratamientos con mejor resultado son los del hidrolato de canela: H1C3 con
el 100% seguido de H1C2 el cual tiene un 86,18% de inhibicion, mientras que los
tratamientos con hidrolato de hierba luisa (H2C1, H2C2, Y H2C3) presentan un
porcentaje por debajo del 30% y por otra parte los tratamientos con hidrolato
combinado (canela + hierba luisa) presentan también un porcentaje medianamente alto

en cuanto a la inhibicién.
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lHustracion 5 Analisis de inhibicion DIA 3

Para el dia 7 en la ilustracion 6 se muestra que el tratamiento H1C3 de hidrolato de
canela presenta un porcentaje muy alto con el 91,43% el cual muestra que sigue
manteniendo su efecto inhibitorio, mientras que los tratamientos de hierba luisa siguen
manteniéndose bajo el 30%. Por otro lado, los tratamientos con hidrolato combinado
H3C2 y H3C3 también se han mantenido con un porcentaje de 60,49 y 62,92%

respectivamente siendo asi parte de los tratamientos con mejor inhibicion.
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lustracion 6 Analisis de inhibicién DIA 7



30

Como resultado final para el dia 9 en la ilustracién 7 se observa que el tratamiento
H1C3 a pesar de haber bajado un poco su porcentaje en relacién a los dias pasados se
mantuvo como el mejor tratamiento ya que al finalizar el trabajo presento el 84,14%
de inhibicidn, por otro lado, los tratamientos del hidrolato de hierba luisa mantuvieron
su porcentaje de inhibicion bajo lo que nos confirma que este hidrolato no es una buena
alternativa para el control de P. infestans. En cuanto al hidrolato combinado podemos
decir que tampoco resulta ser una buena opcion ya que, si bien se ha mantenido por

encima del 50% ha permitido que el hongo siga creciendo.
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lHustracion 7 Andlisis de inhibicion DIA 9

Los resultados obtenidos con el tratamiento H1C3 del hidrolato de canela, se debe a
que la canela contiene efectos antifingicos que pueden llegar a inhibir el crecimiento
de hongos o patdgenos, a demas de ello al utilizarse en una concentracion del 40%
mantuvo su eficiencia por mas dias que las otras concentraciones mas bajas, esto hace
que concuerde con Manobanda (2019), obtuvo un resultado similar, al probar tres
extractos vegetales de Cabuya Blanca, Cabuya negra y Ashpa Quinua en diferentes
concentraciones (0,5%, 1%, 2% y 4%) en un medio envenenado y un testigo (0%),
siendo asi que, los mejores resultados lo dieron los extractos vegetales en las
concentraciones de 2%, 4% y 1% respectivamente mostraron un crecimiento miceliar

muy leve.
3.3.Verificacion de hipotesis

A través del presente trabajo realizado se acepta la hipdtesis alterna, la cual menciona
que al menos un hidrolato inhibira el crecimiento de Phytophtora infestans in vitro,
rechazando totalmente asi, la hipdtesis nula.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1. CONCLUSIONES

- Con los resultados obtenidos en el presente trabajo se determind que el
hidrolato que presenta mayor inhibicion de crecimiento de P. infestans es el
hidrolato de canela (Cinnamomum verum).

- La concentracion de hidrolato que mayor inhibicién de P. infestans in vitro,

presento fue la concentracion del 40%.
4.2.RECOMENDACIONES

- Al obtener un buen resultado de inhibicién con hidrolato de canela en una
concentracion de 40% en P. infestans es recomendable que se pruebe a nivel
de campo en el cultivo de papa.

- Serecomienda también que se pruebe en otras especies del mismo hongo como
P. fragariae que afecta al cultivo de fresa.

- Probar la concentracion del hidrolato de canela en diferentes variedades de

papa (Solanum tuberosum).
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ANEXOS

ANEXO 1 Muestra vegetal portador de phytopthora infestans.
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ANEXO 4. Siembra para la multiplicacion del patdgeno en medio PDA
P PRISAS ? P | “""""'|

ANEXO 6 Trazo de la cruz para la siembra y medicion de crecimiento del hongo.
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ANEXO 7 Siembra de discos del hongo en medio PDA con tratamiento

ANEXO 8 Crecimiento del hongo en medio envenenado con hidrolato (H) de canela

(C) en tres concentraciones (C1, C2, C3) y con tres repeticiones (R1, R2, R3) cada

una.

Tratam.

H1C1
C20%

R1

H1C1
C20%

R2

H1C1
C20%

R3

Dia 3




H1C2
C30%

R1

H1C2
C30%

R2

H1C2
C30%

R3

H1C3
C40%

R1

H1C3
C40%
R2

H1C3
C40%
R3
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ANEXO 9 Crecimiento del hongo en medio envenenado con hidrolato (H) de hierba
luisa (HL) en tres concentraciones (C1, C2, C3) y con tres repeticiones (R1, R2, R3)

cada una.

Tratam.

H2C1
HL20%
R1

H2C1
HL20%
R2

H2C1
HL20%
R3

H2C2
HL30%
R1

H2C2
HL30%
R2

H2C2
HL30%
R3
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H2C3
HL40%
R1

H2C3
HL40%
R2

H2C3
HL40%
R3

ANEXO 10 Crecimiento del hongo en medio envenenado con hidrolato (H)

combinado de canela (C) y hierba luisa (HL) en tres concentraciones (C1, C2, C3) y
con tres repeticiones (R1, R2, R3) cada una.

Tratam. Dia 3 Dia 7 Dia 9

H3C1
HL+C
20%
R1

H3C1
HL+C
20%
R2




H3C1
HL+C
20%
R3

H3C2
HL+C
30%
R1

H3C2
HL+C
30%
R2

H3C2
HL+C
30%
R3

H3C3
HL+C
40%
R1

H3C3
HL+C
40%
R2
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H3C3
HL+C
40%
R3

ANEXO 11 Crecimiento del hongo en un medio PDA sin tratamiento (Testigo)
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ANEXO 12 Crecimiento miceliar a los 9 dias con hidrolato de canela

Canela
.
\i’r' = ,/HY
=L 4
y g
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ANEXO 13 Crecimiento miceliar a los 9 dias con hidrolato de hierba luisa

Hierba Luisa R2
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ANEXO 14 Crecimiento miceliar a los 9 dias con hidrolato de canela + hierba luisa
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ANEXO 15 ADEVA para el porcentaje de crecimiento de P. infestans en los dias

3,7y0.

DIA 3
Variable N Rz Aj CV

DIA 3 30 0,94 0,92 17,13

Cuadro de Anadlisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.V. SC Gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 28568,43 9 3174,27 35,75 <0, 0001
HIDROLATOS 10108,51 2 5054,25 51,22 <0,0001
CONCENTRACION 6884, 85 2 3442,42 34,89 <0,0001
HIDROLATOS*CONCENTRACION 4830,36 4 1207,59 12,24 0,0001
T vs R 6744,71 1 6744,71 75,95 <0,0001
Error 1776,04 20 88,80

Total 30344,46 29

DIA 7

Variable N R2 Aj CV

DIA 7 30 0,85 0,79 20,40

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC Gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 18751,36 9 2083,48 12,95 <0,0001
HIDROLATOS 4159, 94 2 2079,97 11,63 0,0006
CONCENTRACION 5183,72 2 2591, 86 14,50 0,0002
HIDROLATOS*CONCENTRACION 4640,84 4 1160, 21 6,49 0,0020
T vs R 4766,87 1 4766,87 29,62 <0,0001
Error 3218,52 20 160, 93

Total 21969,88 29
DIA 9
Variable N R2 Aj CV

DIA 9 30 0,85 0,79 19,05

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo IITI)

F.V. SC Gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 15112,81 9 1679,20 12,86 <0,0001
HIDROLATOS 2130,46 2 1065,23 7,34 0,0047
CONCENTRACION 4146, 85 2 2073,42 14,29 <0, 0001
HIDROLATOS*CONCENTRACION 3494,77 4 873,69 6,02 0,0029
T vs R 5340,73 1 5340,73 40,90 <0,0001
Error 2611,81 20 130,59

Total 17724,61 29
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ANEXO 16 Tukey al 5% del porcentaje de crecimiento miceliar de Phytophtora

infestans.

TRAT. |HIDROLATO | CONS. DIA3 DIA7 DIA9
H1C1 20% | 70,7 c 76,8 c D|77,6 CDE
H1C2 CANELA | 30% |13,8 A 52,7 C 58 C D
H1C3 40% | 0,00 A 8,57 A 159 A
H2C1 20% | 76,6 c D|87,1 Cc D|89,7 D E
H2C2 Mo | 30% | 69 c p|763 c D[796 D E
H2C3 40% | 68,3 c 72,9 Cc D751 CDE
H3C1 20% | 71 c D|739 Cc D|76,6 CDE

CANELA + 0
H3C2 1 LUISA | 30% |37.2 40,8 A 417 A C
H3C3 40% | 29,6 385 A 40,3 A
TESTIGO | TESTIGO 100 D| 100 D| 100 E

ANEXO 17 ADEVA para el porcentaje de inhibicion de P. infestans en los dias 3,7 y
9.

DIA 3
Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC Gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 28574,24 9 3174,92 35,77 <0,0001
HIDROLATOS 10100,60 2 5050,30 51,21 <0,0001
CONCENTRACION 6892,92 2 3446,46 34,95 <0,0001
HIDROLATOS*CONCENTRACION 4837,82 4 1209, 46 12,27 0,0001
T vs R 6742,89 1 6742,89 75,98 <0,0001
Error 1774,98 20 88,75
Total 30349,22 29

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

DIA 7
Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC Gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 18751,36 9 2083,48 12,95 <0,0001
HIDROLATOS 4159,94 2 2079,97 11,63 10,0006
CONCENTRACION 5183,72 2 2591,86 14,50 10,0002
HIDROLATOS*CONCENTRACION 4640,84 4 1160,21 6,49 0,0020
T vs R 4766,87 1 4766,87 29,62 <0,0001
Error 3218,52 20 160,93
Total 21969,88 29

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

DIA 9

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC Gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 15112,81 9 1679,20 12,86 <0,0001
HIDROLATOS 2130, 46 2 1065,23 7,34 0,0047
CONCENTRACION 4146,85 2 2073,42 14,29 10,0002
HIDROLATOS*CONCENTRACION 3494,77 4 873,69 6,02 0,0029
T vs R 5340,73 1 5340,73 40,90 <0,0001
Error 2611,81 20 130,59

Total 17724,61 29

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO 18 Porcentaje de inhibicion de Phytophtora infestans
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TRAT. HIDROLATO | CONCENT. DIA3 DIA7 DIA9
H1C1 20% 2897C | 2323BCD 253 DE
H1C2 CANELA 30% 8618AB | 4732BC | 42,01BCD
H1C3 40% 100 A 9143 A 84,14 A
HoC1 20% 2337CD | 2041CD | 2827CDE
H2C2 HIERBALUISA 30% 2368CD | 2582BCD | 33,16 BCD
H2C3 40% 2714CD | 2852BCD | 3431BCD
HaC1 20% 2719CD | 2338BCD | 29,66 CDE
H3C2 FANTTON 30% 62,84 B 60,49AB 58,37 ABC
H3C3 40% 704 B 62,92 AB 59,7AB

TESTIGO TESTIGO 0 0 0




