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RESUMEN EJECUTIVO

El presente trabajo de investigacion se realizo con el objetivo de avaluar la actividad
preventiva a campo abierto de los extractos de E. tenacellus, A. americana y la
interaccion entre estos dos extractos en relacion 1:1 contra el hongo Phytoptora
infestans. El experimento se realizé en las propiedades de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Técnica De Ambato.

En el ensayo se utilizé dos métodos de extraccion: método de extraccion por molido y
por licuado. El material fungico fue recolectado en los bosques de coniferas en los
arboles en descomposicion. El ensayo fue conducido en un disefio completamente al
azar con dos repeticiones y un testigo absoluto, donde se registraron las variables de
porcentaje de incidencia, porcentaje de severidad y el desarrollo del area foliar. Los
mejores resultados en los parametros medidos se obtuvieron con el tratamiento P2
menor %I y %S durante los cuatro muestreos realizados, a los 45 dias %l: 0,00 y %S:
0,00; a los 60 dias %l: 11,15y %S: 11,90; a los 75 dias %l: 13,15 y %S: 39.30, y a los
90 dias %l: 14,70 y %S:49.75., sin embargo es necesario mencionar que los otros dos
tratamientos también presentaron actividad antiflngica preventiva pero en menor
eficiencia para P. infestan. Se determino que la suma del extracto vegetal A. americana
+ el extracto fungico del E. tenacellus contiene metabolitos secundarios como: aceite
esencial, alcaloides, cetonas, fenoles, flavonoides, quinonas, saponinas, taninos,
terpenos 'y monoterpenos, los mismos que son atribuidos a propiedades

antibacterianas, antifangicas e insecticidas.

PALABRAS CLAVE: Phytophthora infestans, Solanum tuberosum, extracto

vegetal y flngico



SUMMARY

The present work was carried out with the objective of evaluating the preventive
activity of an open field of extracts of E. tenacellus, A. americana and the interaction
between these two extracts in a 1: 1 ratio against the fungus Phytoptora infestans. The
experiment was carried out on the properties of the Faculty of Agricultural Sciences

of the Technical University of Ambato.

In the test the extraction methods are used: extraction method by grinding and
liquefaction. Fungal material was collected in coniferous forests on decaying trees.
The trial was conducted in a project with two replicates and an absolute control, where
the percentage of incidence, the percentage of severity and the development of the leaf
area were recorded. The best results in the measured parameters were obtained with
the lowest P2 treatment% | and% S during the four samples performed, at 45 days% I:
0.00 and% S: 0.00; At 60 days% I: 11.15 and% S: 11.90; At 75 days% I: 13.15 and%
S:39.30, and at 90 days% I: 14.70 and% S: 49.75. However, it is necessary to mention
that the other two treatments also had preventive antifungal activity but in Lower
efficiency for P. infestan. It was determined that the sum of A. americana extract + the
fungal extract of E. tenacellus contains secondary metabolites such as: essential oil,
alkaloids, ketones, phenols, flavonoids, quinones, saponins, tannins, terpenes and
monoterpenes, which are attributed To antibacterial, antifungal and insecticidal

properties.

KEY WORDS: Phytophthora infestans, Solanum tuberosum, vegetal and fungal

extract



CAPITULO |

INTRODUCCION

El patégeno Phytophthora infestans conocido como “Tizon tardio”, durante décadas
ha sido uno de los limitantes en cuanto a desarrollo y produccion de la papa en el
Ecuador y otras partes del mundo que se dedican a la produccion de este tubérculo,
causando peérdidas anuales de entre el 10% y 15% de la produccion (Alvarez, et al,
2013).

El “tizon tardio” (Solanum tuberosum), originado por Phytophthora infestans. Ha
contribuido en la disminucion en cuanto a rendimiento de la papa. La produccion de
papa ecuatoriana durante 2014 aumentd en 28.17% con respecto al afio 2013, la
superficie nacional cosechada disminuy6 un 26.69% con respecto al afio 2013, debido
al clima favorable para el desarrollo del patdgeno antes mencionado. (INEC, 2015).
Por lo que se ha incrementado el interés por la busqueda de nuevas alternativas para
reducir el mal uso de pesticidas y disminuir los costos de produccién. Es el uso de
sustancias de origen natural (Tripathi y Dubey, 2004).

El sector agricola, y particularmente la produccion de hortalizas tiene una importancia
singular en la agricultura, a nivel mundial y nacional, al considerarse que éstas ocupan
el segundo lugar de los productos agropecuarios. Las enfermedades fingicas son una
de las principales causas de pérdidas en hortalizas durante el periodo de
almacenamiento, disminuyendo su valor nutricional, calidad y precio de venta.
Generalmente las hortalizas se exponen a diversos tratamientos con productos
quimicos antes de su almacenamiento; esto contribuye a que las poblaciones de hongos
sean cada vez mas resistentes, y por lo tanto mas dificil de controlar. (Gonzales, M,
2015). Por lo que se busca nuevas alternativas de control y prevencién de estos
patdgenos, con el empleo de extractos vegetales en el marco de una agricultura
sostenible, debido a su elevada efectividad, bajo costo y no ser contaminantes del
ambiente. Estos bioproductos se caracterizan por la presencia de determinados
compuestos como los flavonoides, fenoles, terpenos, aceites esenciales, alcaloides,
lectinas y polipéptidos. Sus mecanismos de accién son variables; la toxicidad de los

fenoles en microorganismos se atribuye a inhibicion enzimaética por oxidacion de
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compuestos. EI modo de accion de los terpenos y aceites esenciales no ha sido
dilucidado por completo, pero se postula que pueden causar rompimiento de la
membrana a través de los compuestos lipofilicos. De los alcaloides se ha postulado
que se intercalan con el ADN, y de las lectinas y polipéptidos se conoce que pueden
formar canales ionicos en la membrana microbiana o causar la inhibicion competitiva
por adhesion de proteinas microbianas a los polisacaridos receptores del hospedero
(Cowan, 1999) citado por (Velazquez del Valle et al., 2007).

Russell y sus colaboradores, 1943, descubrieron y aislaron sapogeninas en Agave, y
describieron la estructura de 13 sapogeninas esteroidales de diversas especies,
incluyendo Agave scabra. Ademas de su conocido efecto antimicrobiano, el Agave
americana, posee un gran potencial antifungico. Recientemente se demostro el efecto
antifungico de extractos de Yucca shidigera y Larrea tridentata contra cepas de
Aspergillus flavus y A. parasiticus. También se observo que esos extractos inhibian la
produccién de toxinas, probablemente como resultado de la falta de crecimiento del
hongo. (Lozano et al., 1999) citado por (Gonzales, M, 2015.)

Debido a la elevada presencia de saponinas, taninos, terpenos y entre otros metabolitos
secundarios en el extracto de A. americana y E. tenacellus, se interactu6 los dos
productos y se evaluo su accion preventiva del tizon tardio (Phythophthora infestans)

en el cultivo de papa (Solanum tuberosum) variedad chaucha amarilla.



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA O MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Celis et al., 2008, realizaron una recopilacion de casos comprobados de la actividad
biocida de extractos y sustancias de origen vegetal para el control de arvenses, plagas
y enfermedades en el sector agricola. En su investigacion citan a Stauffer et al., 2000,
quienes evaluaron los extractos de 98 especies vegetales pertenecientes a 46 familias
botanicas; 7 monocotiledéneas; 46 dicotiledoneas; 1 conifera y 2 pteridofitas para
determinar su posible efecto fungicida o bactericida, con la factibilidad de ser
utilizados en el control de enfermedades en plantas. Nueve de los extractos evaluados:
ajo, cebolla, quebracho colorado, agrial, palo santo, chirca, guayaba, eucalipto y pino
demostraron inhibicion de crecimiento de la bacteria Xanthomonas campestris. La
inhibicidn del crecimiento fungoso solo se obtuvo con extractos de ajo y cebolla, asi
como con el extracto de mamoén contra Colletotrichum sp. El extracto de ajo tuvo
efecto inhibidor sobre siete especies de hongos; Penicillium italicum, Aspergillus
flavus, Fusarium sp., Rhizoctonia solani, Alternaria sp., Colletotrichum sp. y Pythium
sp.. El efecto de la cebolla fue de menor en intensidad y afect6 solo a Fusarium sp.,

Alternaria sp., Colletotrichum sp. y Pythium sp.

Preciado y Rangel (2006) citado por Solarte, Osorio, Hurtado, y Mejia, 2012
manifiesta que se realizaron aproximaciones en la evaluacion del potencial fungico
que tiene el jugo de Agave americana en el control de Phytophthora infestans,
encontrando que esta especie del genero Furcraea spp., utilizada principalmente en la
extraccion de fibras naturales, presenta cualidades fungicidas que pueden ser utilizadas
en el manejo de este problema fitosanitario, ya que posee propiedades tensoactivas,
plaguicidas y presenta contenidos de esteroides naturales entre los que se han
encontrado saponinas y fitoesteroles, componentes que pueden interactuar como

limitantes en el crecimiento del patdgeno.

El extracto de la planta de cabuya (Furcraea spp.) obtenido como un sub producto de

la agroindustria de la fibra natural denominada cabuya, esta siendo evaluado

3



recientemente en la busqueda de un uso potencial, ya que esté residuo liquido al carecer
de un manejo adecuado genera graves problemas de contaminacion en las fuentes
hidricas de las zonas fiqueras de Colombia. Diferentes investigaciones tendientes a
evaluar el potencial fungicida de esté extracto vegetal, han reportado buenos resultados
en laboratorio sobre los fitopatégenos Colletotrichum gloeosporoides, Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium spp. y Phytophthora infestans. (Alvarez, E, Hurtado, A,
Salazar, C, Arango, O, Acosta, J. 2013).

Pruebas a nivel in vitro desarrolladas en la Universidad de Narifio, demostraron que el
extracto fermentado de la especie Furcraea gigantea Vent. presenta un efecto de
inhibicién ante el Oomyceto Phytophthora infestans, atribuido a la gran cantidad de
metabolitos secundarios presentes en esta agavaceae, recomendando la evaluacion de
este bioinsumo en pruebas in situ para confirmar los resultados obtenidos en
laboratorio, teniendo en cuenta los estimativos calculados como concentracion
efectiva cincuenta (EC50) y concentracion letal del bioinsumo. (Alvarez, E, Hurtado,
A, Salazar, C, Arango, O, Acosta, J. 2013).

En la evaluacion del bioinsumo pulverizado de cabuya a una concentracion de 10.000
pug mL-1 se determin6 que todos los tratamientos tienen efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de P. Infestans a nivel in vitro, frente al testigo TO y TB. Segun la escala
de Shattock todos los tratamientos presentan crecimientos por debajo del 10%
indicando un nivel de sensibilidad; el testigo bioinsumo de cabuya liquido presento un
nivel intermedio en la escala. El buen efecto del bioinsumo de cabuya pulverizado con
respecto al liquido, puede deberse a la concentracion de los metabolitos secundarios

presentes en esta especie. (Solarte et al., 2012)

Lozano y Mufios, 2011 citado por Gonzalez, Alvarez, M, Moreno, S, Limén, SM
Salcedo y Martinez, EC Pérez, Rodriguez (2015) evaluaron la actividad
antimicrobiana de extractos de cuatro especies de agave sobre el crecimiento y la
morfologia de A. flavus y A. parasiticus. Los resultados indicaron que los extractos de
Agave asperrima inhibieron el crecimiento de los hongos. Los extractos metandlicos
de hojas y flores en una CMI de 0,95 + 0,37 a 1 £ 0,5 mg/ml fueron los mas activos.
Los extractos de A. americana, A. lechuguilla y A. tequilana no fueron capaces de

inhibir el crecimiento de hongos. Sin embargo, mediante microscopia electronica de
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barrido pudieron determinar que los extractos de A. americana (10 mg/ml), y aquellos
de A. asperrima (a concentraciones mas bajas que la CMI), produjeron una extensa
red entrelazando las hifas vegetativas, con una profunda reduccion en la formacion de

conidiéforos.

Rodriguez et al., 2000, manifiesta en su investigacion “Efecto de extractos vegetales
sobre el crecimiento in vitro de hongos fitopatogenos” mencionan que muchas
especies botanicas muestran una accion reguladora sobre un gran numero de plagas y
enfermedades. Este efecto se ha atribuido a la presencia de un grupo de metabolitos
secundarios en diferentes partes de las plantas que les confieren una proteccion natural;
por ello se estudiaron la posibilidad que sean utilizados en el manejo integrado de
plagas y enfermedades. En su trabajo se obtuvieron extractos hidro-alcohdlicos de las
especies vegetales: aroma amarillo (Acacia farnesiana), escoba amarga (Parthenium
hysterophorus) y salvia cimarrona (Pluchea carlinensis). En la investigacion
determinaron que los tres extractos tienen elevada actividad anti fangica sobre el
hongo Pyricularia grisea y Phytophthora parasitica var. Nicotianae y la actividad
para el resto de los hongos depende del tipo de extracto y el tiempo de evaluacion.
Adicionalmente, se comprobaron que todos los extractos tenian en su composicion
quimica metabolitos de reconocida actividad antimicrobiana. Determinaron que los
tres extractos vegetales contienen: flavonoides, fenoles, taninos, aminoéacidos y
saponinas; excepto el proveniente de la escoba amarga, en los demas también se
detectaron quinonas Yy alcaloides. La inhibicion del crecimiento micelial exhibida por
los extractos se debe a la presencia de algunos de estos metabolitos, como los
flavonoides, que son un grupo de compuestos de amplio rango de actividad bioldgica,
que incluye la actividad antimicrobiana, antiviral, atrayente de polinizadores,
protectora de las plantas contra la luz ultravioleta y antioxidantes, entre otras. También
los fenoles y taninos son compuestos de reconocida actividad antimicrobiana,

antiviral, repelentes de insectos.

El extracto de la planta de Cabuya (Agave americana) obtenido como un sub-producto
de la agroindustria de la fibra natural, esta siendo evaluado recientemente en la
busqueda de un uso potencial, debido a que el residuo liquido al carecer de un manejo
adecuado genera graves problemas de contaminacion en las fuentes hidrica. Diferentes

investigaciones tienden a evaluar el potencial fungicida de esté extracto vegetal, han
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reportado buenos resultados a nivel de laboratorio sobre los fitopatdgenos
Colletotrichum, gloeosporoides, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium spp. Yy
Phytophthora infestans. (Alvarez David, Hurtado Mauricio, Salazar Elizabeth, Arango
Oscar, 2013).

Olivares et al., 2013, sostienen que el uso de extractos acuosos vegetales como
fungicidas naturales para el control de los hongos fitopatogenos, representa una nueva
alternativa agroecoldgica para los agricultores. Por lo cual, se ha realizado la
investigacion con el objetivo de evaluar el efecto fungicida de 16 extractos de plantas
en el control de hongos fitopatdgenos. Para la obtencion de los extractos se utilizaron
200 g de hojas de cada especie evaluada la cual se licué con 1000 ml de agua destilada.
Las evaluaciones fueron realizadas a partir de las 48 horas, realizando contaje de las
colonias de los hongos observados en el medio con el extracto. Los resultados
mostraron que, de todos los extractos vegetales probados, solo cuatro de ellos
demostraron inhibicion significativa del crecimiento del patdgeno, estos son: Syzygium
cumini, Mespilus germanica, Pinus pinea y Cassia javanica. Salix babildnica,
Syzygium cumini, Mespilus germanica, Tamarindus indica, Solanum nigrum,
Passiflora edulis, y Anacardium occidentale. Los extractos de Mespilus germanica y
Syzygium cumini poseen un gran potencial para el control de hongos patégenos. Lo
que sugiere que estos pueden ser una alternativa para el manejo integrado de las

enfermedades en los cultivos de la zona agricola.

2.2. MARCO CONCEPTUAL O CATEGORIAS FUNDAMENTALES

2.2.1. 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.

Segun Escalante, (2004), citado por Pereira, (2007) El tizén tardio esta presente en casi

todas las regiones paperas, especialmente en zonas de clima himedo y frio. Las

condiciones ideales para su reproduccién y patogenicidad son 80% de humedad



relativa y una temperatura entre 15 y 22 °C, pudiendo destruir totalmente la plantacion

en poco tiempo.

Segun Oyarzun, (2001) citado por Pereira, (2007) manifiesta que de un muestreo de
40 parcelas investigadas en el 2001 en las provincias de Chimborazo y Bolivar, en el
centro del pais, 12 parcelas fueron abandonadas a causa de la enfermedad. En
diferentes evaluaciones sobre incidencia y severidad realizadas, la incidencia del tizon
tardio fue del 30 %, con severidades promedios de 5 %. Cabe notar que, entre 1997 y
1999, el avance de la epidemia no pudo ser controlada, a niveles de accion de un 1 %
de infeccion, a pesar de repetidas aplicaciones de fungicidas.

2.2.1.1. Taxonomia

Tabla 1. CLASIFICACION TAXONOMICA DE P. infestans

TAXON NOMBRE

Reino: Fungi

Phylum Oomycota

Clase: Oomycete

Orden: Pythiales

Familia: Pythiaceae

Género: Phytophthora

Especie: Infestans

Nombre cientifico: Phytophthora infestans

Fuente: Jaramillo, 2003.

2.2.1.2. Micelio

Son estructuras somaticas (talos) compuestas de filamentos, hialinos (hifas)
ramificados y cenociticos (no septados). EI didmetro del micelio (5-8 um) es variable
y depende de la naturaleza fisica y quimica del medio y de si el micelio esta sobre la
superficie aérea, sumergido o dentro de las células hospederas. El micelio raras veces
crece simétricamente. Las hifas se ramifican en angulos aproximados de 90 grados y

algunas veces se constrifien en la base. (Jaramillo, 2003).



2.2.1.3. Esporangios y zoosporas

Segun Agrios, (1995) citado por Pereira (2007) manifiesta que los esporangios son
esporas asexuales que se reproducen sobre pedunculos llamados esporangioforos, su
desarrollo es indeterminado y se ramifican simpodialmente, lo cual es propio de
Phytophthora infestans. Los esporangios del patégeno son limoniformes y miden entre
29x19 um a 59x31 um. Presentan un engrosamiento apical sobre el esporangio,
denominado papila, de cuyo extremo emergen las zoosporas. La especie P. infestans
es semipapilada es decir con una cavidad superficial, cuyo poro es generalmente
estrecho (Jaramillo, 2003). Los esporangios germinan casi siempre por medio de
zoosporas a temperaturas menores a 12 0 15 °C, en tanto que por arriba de los 15 °C
los esporangios germinan directamente produciendo un tubo germinal. Cada uno de

los esporangios produce de 3 a 8 zoosporas.

La zoospora esta formada por el kinetosoma (cuerpo basal de la zoospora), la zona de
transicion que une el flagelo con el kinetosoma, y el sistema de microtubulo, que
permite anclar el flagelo a la zoospora. Los anclajes (como raicillas) de los flagelos de
P. infestans, son significativamente diferentes, pues solo tiene cinco raicillas, mientras
que otras especies tienen seis. Una de las raicillas de las zoosporas del patdgeno
contiene seis microtbulos en comparacion con otras especies que solo presentan
cuatro (Jaramillo, 2003; Erwin y Ribeiro, 1996).

2.2.2.4. Ciclo biolégico

El genoma de P. infestans fue secuenciado en 2009 en el Laboratorio Sainsbury de
Norwich (Hass et al., 2009). Su estudio reveld que es extraordinariamente largo, mas
del doble que las especies oomicetos mas cercanas. Este gran tamafio se debe a la
enorme cantidad de secuencias repetidas que posee. Los autores describen dos
velocidades diferentes en la estructura del genoma, pero la mas importante es la
capacidad de evolucionar mas rapido, lo que permite al hongo adaptarse a las plantas
que se vuelven resistentes a la enfermedad. El patdgeno, al igual que la mayoria de las

especies de oomicetos, puede reproducirse sexual o asexualmente. ( Romero, 2015)



2.2.2.5. Epidemiologia

Pérez y Forbes, (2008) citado por Romero, N, (2015) sefiala que este patdgeno puede
mantenerse de una estacion a otra como micelio 0 esporas (esporangios u 0osporas).
Las fuentes iniciales que contienen indculo son normalmente residuos vegetales o
tubérculos semilla. En el caso de haberse originado por reproduccion sexual, las
esporas presentes en el suelo serian la fuente de infeccion. 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.

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 (Heinfling, 1987) citado por ( Romero, 2015).

2.2.1.6. Reproduccion

Este patdgeno se reproduce de dos maneras como es mediante el ciclo sexual y el
ciclo asexual a continuacion se detala los dos procesos de multiplicacion o

reproduccion de P. infestans.

2.2.1.6.1. Ciclo asexual

El ciclo asexual involucra Unicamente un solo tipo de apareamiento. El conjunto de
aislados provenientes de una cepa que se reproduce de forma asexual se conoce como
linaje clonal. En este caso no se produce recombinacion meidtica, por lo que la
variabilidad se originaria por mutaciones (Fry, 2008). Este tipo de reproduccion se
produce a traves de esporangios, zoosporas e hifas. Las zoosporas se forman dentro
del esporangio y son estructuras hialinas con morfologia limoniforrme, conteniendo
entre 6 y 10 nticleos en su interior. Su tamafio varia de 36 x 22 pm a 29 x 19 um, siendo

liberadas cuando se rompe la pared esporangial. Se dispersan por el viento, lo que les
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permite alcanzar los tejidos de las plantas huéspedes y germinar cuando las
condiciones ambientales son favorables (Pérez y Forbes, 2008) citado por (Romero,
2015).

2.2.1.6.2. Ciclo sexual

P. infestans es una especie heterotalia, por lo tanto, necesita dos tipos de apareamiento
(Aly A2) cuya coexistencia espacio-temporal es imprescindible para que se produzca
la reproduccion sexual. A pesar de ello, la diferencia entre ambos grupos no radica en
un dimorfismo sexual, puesto que ambos tipos presentan Organos reproductores
masculinos y femeninos en el mismo individuo, sino en la autoincompatibilidad de
éstos y la necesidad de una estimulacion hormonal del tipo de apareamiento opuesto

para que se desencadene este tipo de reproduccién (Pérez y Forbes, 2008).

La meiosis ocurre inmediatamente antes del desarrollo de los gametangios,
representando el Unico estado haploide del ciclo de vida de este organismo. La
cariogamia se da entre estos dos nucleos haploides, formando una oospora diploide
uninucleada de paredes gruesas, que puede servir, ademas, como estructura de

supervivencia para el invierno en las zonas templadas (Smart et al., 2000).

2.2.1.7. Sintomatologia

El tizon tardio se comporta como una enfermedad policiclica, desarrollando varios
ciclos de reproduccion asexual durante una misma campafia de cultivo. La cantidad de
indculo producido depende de maltiples factores como el huésped, el patégeno, el
manejo y principalmente las condiciones climaticas. El periodo de incubacion desde
la infeccion hasta la aparicion de los primeros sintomas en tallos, hojas y tubérculos,
oscila entre dos y tres dias, pudiendo causar la destruccion total del cultivo entre siete
y diez dias si no se adoptan rapidamente medidas de control. (Fry et al., 2008)
(Harrison, 1995) citado por (Romero, 2015).

En el campo, los primeros sintomas de infeccién de la planta suelen evidenciarse en
las hojas menores, normalmente en las puntas y los bordes de los foliolos, donde un

nimbo verde claro o amarillo suele separar el tejido muerto del sano. Posteriormente,
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las lesiones progresan y se pueden visualizarse en forma de manchas de color verde

oscuro, pardas o negras (Pérez y Forbes, 2008) citado por (Romero, 2015).

2.2.1.8. Control

Algunos autores plantean que el control sobre P. cinnamomi puede lograrse aplicando
un conjunto de medidas que forman parte de un programa integral el cual abarca la
prevencion, las buenas préacticas culturales, medidas de control bioldgico, el control

quimico y el uso de patrones resistentes. (Medina, Y, 2000)

1) Cultivares resistentes.

2) Control cultural.

3) Control quimico.

4) Control biolégico utilizando organismos antagénicos.

5) Control botanico (Extractos y Aceites vegetales/ fungicos).

2.2.2. Papa (Solanum tuberosum) variedad chaucha amarilla

A continuacion, se detalla la revision bibliografica de la papa, describiendo su origen,
taxonomia y los aspectos agrondémicos de importancia para el desarrollo de este

cultivo.

2.2.2.1 Origen y Generalidades

La papa (Solanum tuberosum), es una planta originaria de América, por lo que es
posible encontrarla a través de gran parte del territorio donde la mayoria de los
campesinos han tenido algin contacto con ella. Aunque la historia de la papa puede
trazarse en el centro de origen del lago Titicaca (Bolivia — Per() y en el norte del Per(
diez siglos atréas. La adaptabilidad de la papa a diversas condiciones de temperatura
fotoperiodismo, suelos entre otros y de producir desde los 80 o 90 dias en adelante,
han hecho que se haya estudiado, en especial fuera de América y que hoy aparezca
junto al trigo y maiz (Montaldo, 1984) citado por (Rios, G, 2007)
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2.2.2.2. Taxonomia

La taxonomia permite describir, nombrar y clasificar los organismos (Lincoln et al.,
1998). La sistematica es una disciplina mas amplia que determina relaciones
filogenéticas a través de métodos experimentales modernos, basados en la anatomia
comparativa, citogenética, ecologia, morfologia usando datos moleculares (Stuessy,
1990) citado por (Rodriguez, 2009).

Tabla 2. CLASIFICACION TAXONOMICA DE S. tuberosum

AXON NOMBRE
Reino Plantae
Divisién Fanerégamas
Clase Dicotiledoneas
Orden Tubiflorae
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie Solanum tuberosum.
Nombre comun Papa, patata
Variedad Chaucha amarilla

Fuente: Revelo et al., 2004.

2.2.2.3. Descripcion Boténica

La papa es una dicotiledonea herbacea con habitos de crecimiento rastrero o erecto,
generalmente de tallos gruesos y semi-lefiosos, con entrenudos cortos. Los tallos son
huecos o medulosos, excepto en los nudos que son sélidos, de forma angular y por lo
general verdes o rojo purpura. El follaje normalmente alcanza una altura entre 0.60 a
1.50 m. Las hojas son compuestas y pignadas. Las hojas se ordenan en forma alterna
a lo largo del tallo, dando un aspecto frondoso al follaje, especialmente en las

variedades mejoradas. (Sherwood, 2002).
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Raiz: Las plantas de papa pueden desarrollarse a partir de una semilla o de un
tubérculo. Cuando crecen a partir de una semilla, forman una delicada raiz axonomorfa
con ramificaciones laterales. Cuando crecen de tubérculos, forman raices adventicias
primero, en la base de cada brote y luego encima de los nudos en la parte subterranea
de cada talio. Ocasionalmente se forman raices también en los estolones. (Huaman, Z,
1986).

Semillas: Semillas pequefias de 0.13-0.18 cm largo, numerosas, ovales y comprimidas

se un color que va desde blancas, amarillas y pardo amarillas. (SIOVM, 2002).

Fruto: El fruto de la papa es una baya pequefia y carnosa que contiene las semillas
sexuales. La baya es de forma redonda u ovalada, de color verde amarillento o castafio
rojizo. Posee dos l6culos con un promedio de 200 a 300 semillas por l6culo. En la
actualidad, los mejoradores esperan uniformizar la progenie con el fin de obtener una

papa con caracteristicas determinadas.(Sherwood, 2002).

Flor: Diversos factores climaticos, especialmente el fotoperiodo y la temperatura,
estimulan la floracion. Las flores nacen en racimos y por lo regular son terminales.
Cada flor contiene 6rganos masculinos (androceo) y femenino (gineceo). Poseen cinco
pétalos y sépalos que pueden ser de variados colores, pero comidnmente blanco,
amarillo, rojo y purpura. Muchas variedades dejan caer las flores después de la
fecundacion. (Sherwood, 2002).

Tallos: El sistema foliar de la papa consta de tallos, estolones y tubérculos. Las plantas
provenientes de semillas verdaderas tienen un solo tallo principal, mientras que las
provenientes de tubérculos se ramifican en varios tallos secundarios. Los tallos pueden
ser solidos o parcialmente tubulares debido a la desintegracion de las células de la
medula. Las yemas que se forman en el tallo a la altura de las axilas de las hojas pueden
desarrollarse para llegar a formar tallos laterales, estolones, inflorescencias y, a veces,

tubérculos aéreos. (Huaman, Z 1986).

Estolones: Morfoldgicamente descritos, los estolones de la papa son tallos laterales
que se desarrollan horizontalmente por debajo del suelo a partir de yemas subterraneas

de los tallos. Los estolones pueden formar tubérculos mediante un agrandamiento de
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su extremo terminal. Sin embargo, no todos los estolones llegan a formar tubérculos.
Un estolon no cubierto con suelo, puede desarrollarse en un tallo vertical con follaje
normal. (Huaman, Z, 1986).

Hojas: Las hojas estan distribuidas en espiral sobre el tallo. Normalmente, las hojas
son compuestas, tienen un raquis central y varios foliolos. (Huaman, Z, 1986).

Tubeérculos: El tubérculo es un sistema morfologico ramificado, los ojos de los
tubérculos tienen una disposicion rotada alterna desde el extremo proximal del
tubérculo donde va inserto el estolon hasta el extremo distal, donde los ojos son méas
abundantes. (Rios, G, 2007).

2.2.2.4. Variedades

Las variedades de papa en el Ecuador se pueden clasificar en dos grupos: las
variedades nativas o domesticadas y las variedades mejoradas o introducidas. Las
variedades nativas méas conocidas son: Uvilla, Chaucha amarilla, Leona Negra, Coneja
Negra, Pufia, Calvache, Chaucha Colorada, Santa Rosa, Carrizo y Coneja Blanca.
Entre las variedades de papas mejoradas se pueden citar a las mas comerciales en el

Ecuador como son: la super chola, Cecilia, Chola, Gabriela.

Tabla 3. VARIEDADES DE S. tuberosum CULTIVADOS EN ECUADOR

NOMBRE FORMA COLOR CASCARA COLOR PULPA
Chaucha amarilla redonda Amarilla Amarillo
Cecilia Oval-eliptica Rosada aspera Amarilla palida
Uvilla Redondo Amarilla Amarillo
Fripapa Oblonga Rosado Amarillo
Gabriela Ovoide Rosado intenso Blanco
Maria Redondo Anaranjado Blanco
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Rosita Redonda Roja palida Amarillo

Santa Isabela Redondo-Ovalada Roja Amarillo

Fuente: Revelo et al., 2004.

2.2.2.5. Plagas y Enfermedades

En el Ecuador las enfermedades que causan bajas en cuanto a rendimiento son el tizon
tardio o gota causado por (Phytophthora infestans), el tizon temprano causado por

(Alternaria solani), Rizoctoniasis causado por (Rhizoctonia solani).

Tabla 4. PRINCIPALES PLAGAS Y ENFERMEDADES DE S. tuberosum

ENFERMEDAD AGENTE CAUSAL
Tizén tardio; rancha Phytophthora infestans
Alternariosis Alternaria solani
Rizoctoniasis Rhizoctonia solani
Verruga Synchytrium endobioticum
Sarna; rofia pulverulenta Spongospora subterranea
Pudricion seca Fusarium spp.

Nematodo del quiste Globodera pallida
Gusano blanco de la papa Premnotrypes vorax
Polilla de la papa Tecia solanivora

Trips Frankliniella spp.

(Pérez y Forbes, 2011)

2.2.3. Extractos vegetales

Un extracto vegetal es una mezcla compleja, con multitud de compuestos quimicos,
obtenible por procesos fisicos, quimicos y/o microbioldgicos a partir de una fuente
natural y utilizable en cualquier campo de la tecnologia, también puede definirse como
una mezcla compleja de compuestos con actividad farmacoldgica, formada por un
principio activo dentro de una matriz, en principio, sin actividad terapéutica. (Pardo,
2002).
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Los extractos vegetales son obtenidos por la combinacion de materiales vegetales con
solventes adecuados como agua, alcohol o éter. Los mismos que actian como
reforzantes o nutrientes que robustecen, estimulan su crecimiento, y a la vez repelen,
atraen, inhiben o estimulan a insectos y patdgenos fungicos. Con la aplicacion de estos
extractos se disminuye la proliferacion de organismos para los cultivos. Los mismos
que acttan en los organismos patdgenos por contacto, ingestion, repelencia, disuasion,
anti-alimentarias o alteracion del comportamiento. Estos metabolitos secundarios son
los componentes finales del metabolismo de las plantas, formados a partir de los
metabolitos primarios por procesos biosintéticos, por accion enzimatica y bioquimica.
Dentro de este grupo se caracterizan los: alcaloides, esteroides, flavonoides,
terpenoides, quinonas, etc.) para insumos bioldgicos deben ser obtenidos como se
encuentran en las plantas, recurriendo a procedimientos que no alteren sus propiedades
bioldgicas (CORPOICA, 2002)

2.2.3.1. Accidn de los extractos vegetales de uso agricola

Diversos productos derivados de las plantas han mostrado un efecto antimicrobiano.
Entre estos compuestos destacan los flavonoides, fenoles, terpenos, aceites esenciales,
alcaloides, lectinas y polipéptidos. Sus mecanismos de accion son variables; por
ejemplo, la toxicidad de los fenoles en microorganismos se atribuye a inhibicién
enzimatica por oxidacion de compuestos. EI modo de accion de los terpenos y aceites
esenciales no ha sido dilucidado por completo, pero se postula que pueden causar
rompimiento de la membrana a través de los compuestos lipofilicos. De los alcaloides
se ha postulado que se intercalan con el DNA, y de las lectinas y polipéptidos se conoce
que pueden formar canales i6nicos en la membrana microbiana o causar la inhibicién
competitiva por adhesion de proteinas microbianas a los polisacaridos receptores del
hospedero (Cowan, 1999) citado por (Veldzquez del Valle et al., 2007).

2.2.3.2. La Cabuya (A. americana)
Es una planta muy comun en diferentes regiones tropicales, especialmente Antioquia,

Caldas, Risaralda y Narifio, la cabuya se ha caracterizado por su produccién y

principalmente por ser una fuente de ingresos econdmicos gracias a su actividad
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artesanal, telas, sogas, empaques, entre otros productos derivados de la cabuya. Se

aprovecha el 4 % en peso de toda la hoja.

2.2.3.2. Descripcion de especies seleccionadas para la obtencion de extractos

vegetales.

Tabla 5. CLASIFICACION TAXONOMICA DE A. americana

TAXON NOMBRE

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Dicotiledoneas
Orden: Asparagales
Familia: Agavaceae

Género: Agave

Especie: Agave tequilana
Nombre comun: Penco Azul, cabuya

Fuente: (Escobar, R, 2009)

Principios activos

Las cabuyas contienen una gran cantidad de saponinas en sus pencas, por esta misma
razén la investigacion de esta planta se ha enfocado en la purificacion y elucidacion
de estos compuestos. Las saponinas son glicosiladas que se forman por resultado de la
hidrolisis acida o enzimatica y segun su esqueleto de carbono se pueden clasificar
como spirostane, furostane y furospirostane; se caracterizan por su unién con el
colesterol. Se dividen principalmente en 3 grupos: triterpenos, esteroides basicos y
saponinas esteroidales. Existen varias investigaciones enfocadas en la distribucién,
aislamiento y caracterizacion de saponinas y estas involucran la hidrolisis acida
seguida de la caracterizacién de la aglicona. Al igual se puede utilizar RMN 13C como

una técnica no destructiva de caracterizacion de una saponina. (Agrawal, 1985).
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2.2.3.3. Hongo de sombrero (Estrobilurus tenacellus)

A esta seta se la identifica por presentar un sombrero de 3 cm de didmetro, acampanado
en un principio y después a plano-convexo. Presenta el estipe de forma cilindrico, de
consistencia tenaz, de color marrén en la parte inferior y més palido hacia el sombrero.
Termina por su zona basal en una falsa raiz muy larga. La carne es blanca de
consistencia eléstica y bastante tenaz, de olor fungico suave apenas perceptible y un

sabor amargo.

Tabla 6. CLASIFICACION TAXONOMICA DE E. tenacellus

TAXON NOMBRE

Reino: Fungi

Division: Basidiomycota
Clase: Homobasidiomycetes
Orden: Tricholomatales
Familia: Marasmiaceae
Nombre comdn: Hongo de sombrero

Fuente: (www.fungipedia.org/strobilurus).

Principios activos

Las estrobilurinas son productos naturales aislados e identificados a partir de hongos
especificos. Las estrobilurinas naturales fueron nombradas en el orden de su
descubrimiento como estrobilurina-A seguido de estrobilurina-B, C, D, etc. Su
descubrimiento abrié la puerta a la nueva quimica de los fungicidas sintéticos.
Aplicando una relacion de actividad estructural cuantitativa (QSAR) sobre las
estructuras de las estrobilurinas naturales, muchas empresas de plaguicidas pudieron
descubrir muchos analogos sintéticos que son fungicidas més eficaces y mas estables.
En la actualidad hay alrededor de ocho estrobilurinas sintéticos en el mercado mundial

de fungicidas. Algunos de estos productos estan registrados en todo el mundo para su
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uso como agroquimicos y algunos estan en proceso de registro. Esta clase de
fungicidas es relativamente nueva, ya que los productos de proteccién de cultivos y la
informacidn sobre ellos sigue siendo bastante escasa. En esta revision, se discuten las
sintesis y la quimica de estrobilurinas naturales y sintéticas. También se discuten el
modo de accion, la eficacia, la degradacion bidtica / abiotica, los métodos analiticos y
los usos agricolas. (Anke et al., 1977).

Las estrobilurinas son una nueva familia de fungicidas de origen natural. Su
descubrimiento fue inspirado por un grupo de fungicidas naturales derivados del acido
B—metoxiacrilico, estas moléculas son producidos por una amplia gama de hongos
basidiomicetos que crecen en la madera en descomposicion. ElI primer miembro de
esta familia de productos naturales fue la estrobilurina A, originalmente llamada
“mucidin”, descubierta en la década de los 60 por Mulisken et al., quienes la
obtuvieron de Oudemansiella mucida (hongo de porcelana), un hongo que crece en el
tronco de las hayas. Sin embargo, la estructura de la estrobilurina A no fue asignada
hasta finales de 1977, cuando T. Anke y colaboradores la aislaron e identificaron, junto
con la estrobilurina B, del micelio de la cepa Estrobilurus tenacellus, un hongo
saprofito que crece en las pifias de las coniferas (Clough, 1993) citado por (Anke et
al., 1977)
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CAPITULO Il

HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1. HIPOTESIS
La aplicacion de extractos de Cabuya (Agave americana) y hongos de sombrero
(Estrobilurus tenacellus) previenen la infestacion del tizon tardio (Phytophthora
infestans) en el cultivo de papa (Solanum tuberosum) variedad Chaucha amarilla.
3.2. OBJETIVOS
3.2.1. Objetivo General
Evaluar la actividad preventiva de los extractos de la Cabuya (Agave americana) y el
hongo de sombrero (Estrobilurus tenacellus), y su interaccion en relacion 1:1, para
prevenir la proliferacion del tizon tardio (Phythophthora infestans) en el cultivo de
papa (Solanum tuberosum) variedad chaucha amarilla.
3.2.2. Objetivos Especificos
— Determinar la eficiencia en prevencién de los extractos para P. infestans.

— ldentificar en forma cualitativa los metabolitos secundarios presentes en los

extractos, vegetal y fangico
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1. UBICACION DEL EXPERIMENTO

La investigacion se llevo a cabo en la Granja Experimental Docente "Querochaca”
propiedad de la Universidad Técnica de Ambato, Facultad de Ciencias Agropecuarias,
ubicada en el cantdn Cevallos, provincia de Tungurahua. Sus coordenadas geograficas
son 01° 21" de latitud Sur y 78° 36" de longitud Oeste, a la altitud de 2865 msnm.

4.2. CARACTERIZACION DEL LUGAR

4.2.1. Clima

Segun los datos registrados en la estacion meteoroldgica de la Granja Experimental
Docente Querochaca, el clima esta clasificado como templado-frio semi-seco. Los
valores promedios anuales de la estacién meteorol6gica, de los afios 2010 al 2012, son
los siguientes: temperatura media anual 13,1° C, temperatura maxima anual 19,3 °C,
temperatura minima anual 7,3 °C, precipitaciéon media anual 499,1 mm, humedad
relativa 71,5%, nubosidad 7 octavos y velocidad del viento 2,9 m/s. (Instituto Nacional
de Meteorologia e Hidrologia, 2014).

4.2.2. Zona de vida
De acuerdo con la clasificacion de las zonas de vida realizada por Holdridge, 1979 el
sector donde se asienta la Granja Experimental Docente Querochaca, se encuentra en

la regidn estepa. Espinoso Montano Bajo (ee-MB) en transicién con el bosque-seco
Montano bajo (bs-MB).
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4.3. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

43.1

M

M

. Materiales

Tuberculos de papa variedad Chaucha amarilla
Herramientas de labranza (azadén, rastrillo)
Bomba de mochila

Equipo de proteccion

Licuadora domestica

Fertilizantes (18-46-00 y 8-20-20)
Insecticida (decis)

Libro de campo

Balanza

Flexdmetro

Piola

Estacas

Rétulos

aterial vegetal:
— Hojas de Penco azul (Agave americana)
aterial fungico

- Hongos de sombrero (Estrobilurus tenacellus)

— Agua purificada

4.4. FACTORES EN ESTUDIO

441

En el

. Especie vegetal y fungico

presente trabajo de investigacion los factores de estudio fueron:
Penco azul (Agave americana)
Hongo de sombrero (Estrobilurus tenacellus)
Interaccion entre la especie vegetal y la especie fungica mencionada

anteriormente en relacion 1:1.
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4.4.1. Obtencién de extractos

4.4.1.1 Obtencidn del extracto de Cabuya (Agave americana)

Dado que la literatura no reporta eficiencias y rendimientos obtenidos por los diversos
métodos de extraccion de los zumos a nivel de laboratorio, se pretende evaluar un

método casero de la extraccion del zumo de Agave americana.
Extraccion directa por molido.

Usando un molino manual de granos CORONA (compuesto de dos discos de triturado
y una manivela que hace girar un tornillo sinfin que arrastra el material crudo hacia los
discos), se coloca los pedazos de penca de 4 cm de lado, sin corteza en el molino. Una
vez molida la penca, el zumo obtenido se col6 en un cedazo plastico de 1 mm de
tamafo de poro esterilizado en autoclave y, posteriormente, fue filtrado a través de 8

capas de gasa quirargica, organizadas de forma aleatoria. (Lozano, A. 2014).

4.4.1.2. Obtencion del extracto del hongo de sombrero (Estrobilurus tenacellus).
Extraccion por licuado

Los hongos recolectados se pesardn en una balanza analitica y se coloca en una
licuadora doméstica; se licua durante 1 minuto a velocidad constante del motor. Una
vez obtenido el extracto acuoso, este sera colocado en un recipiente &mbar y se lo

dejara reposar por 6 dias en absoluta oscuridad. (Lozano, A. 2014).

45. TRATAMIENTOS

Los tratamientos aplicados y que resultan de la combinacion de los factores en estudio

se presentan en la Tabla 7:

Tabla 7. TRATAMIENTOS

No. TRATAMIENTOS DESCRIPCION
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Extracto vegetal de Penco azul (Agave

1 P1
americana)
Extracto fangico de hongo de sombrero
g P (Estrobilurus tenacellus)
Interaccion entre los dos extractos en relacion
3 P3 11
4 T Testigo absoluto

4.6. DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizo un disefio experimental de bloques completamente al azar con tres

tratamientos, dos repeticiones y un testigo absoluto.

Disefio del ensayo en campo

TESTIGO P3R1 P2R1 P1R1

P1R2 P2R2 P3R2

4.7. VARIABLES RESPUESTA

Las variables respuesta se midieron a los 45, 60, 75 y 90 dias

4.7.1. indice de incidencia

La incidencia de una enfermedad describe la proporciéon de individuos infectados
dentro de una poblacion de hospederos, mientras que la severidad de la enfermedad

describe la proporcion de tejido del hospedero que muestra sintomas. el porcentaje de
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incidencia se estima al dividir el nmero de muestras positivas para el nimero total de

muestras tomadas Yy el resultado multiplicado por 100. ( Revelo, J, 2007).

numero de plantas afectadas

Indice de incidencia = ( ) * 100

numero total de plantas

4.7.2. indice de severidad

Es una estacion visual en la cual se establecen grados de infeccion en una determinada
planta, sobre la base de la cantidad de tejido vegetal enfermo. Es subjetiva y hace
referencia al % del area necrosada o enferma de una hoja, fruto, espiga, etc. Es el
parametro que mejor esta relacionado con la gravedad de la enfermedad y con los
dafos causados. La severidad es mas apropiada para Royas, Oidios, y Manchas porque
son enfermedades localizadas, cuyo efecto en la disminucion del rendimiento

dependeré del area foliar afectada. (Revelo, J, 2007).

% area infectada )

Indice de severidad = (
area total de la planta

4.7.3. Area foliar

La determinacion de las areas foliares es muy utilizada para investigaciones agricolas,
permitiéndonos conocer si dicha area fue beneficiada o perjudicada por la aplicacién
de extractos vegetales y flangicos utilizados como preventivos del patégeno a
investigar.

Para la determinacion del area foliar en nuestra investigacion se utilizé el programa

libre Imagej. La cual consiste en:
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- Para las imagenes de hojas de cada camara, se abrié una fotografia en el
software libre ImageJ (Version 1.45) y se fijo una medida de referencia de
tamano para los analisis posteriores.

- Para ello, sobre la fotografia visible en la pantalla se trazé con el raton del
computador una linea de referencia sobre la marca de 2 cm dibujada
anteriormente sobre el papel rosado.

- Luego se usaron secuencialmente los comandos Analyze> Set Scale> Known
distance: 2, Unit of length: cm, Global scale.

- Para procesar imégenes se usaron los comandos: Process> Binary> Make
binary. Cuando la imagen de la hoja no aparecié negra sobre fondo blanco, se

invirtio la imagen con los comandos Edit>invert.
4. 8. MANEJO DEL ENSAYO
4.8.1. Obtencion de tubérculos semilla
Los tubérculos se obtuvieron del mercado de papas del Canton Salcedo Provincia de
Cotopaxi, para el ensayo se adquirié un saco de redroja de 100 Ib sin desinfeccion
alguna.
4.8.2. Preparacion del terreno
Se realizo un rastrado antes de surcar, dividiendo el terreno en parcelas de: 5*5m con
un area de 25 m? cada una obteniendo asi un area neta de 250 m? para las dos
repeticiones mas el testigo. Realizando surcos a un espaciamiento de 100 cm entre
surco y colocando los tubérculos a una distancia de 50 cm entre hoyo.

4.8.3. Siembra

Se coloco dos semillas por hoyo, utilizando 100 tubérculos por cada parcela o para
cada tratamiento.

4.8.4. Fertilizacion
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Se fertilizo a los 35 dias desde la siembra al observar que los tubérculos ya habian

emergido mas del 90% de cada parcela, y la segunda fertilizacion se dio a los 75 dias.

4.8.5. Manejo de plagas

A los 15, 45, 75 dias después de la germinacién se aplico decis (cipermetrina) para

controlar las plagas presentes en nuestro ensayo.

Tabla 8.- Principales plagas

Enfermedades y Plagas Nombre cientifico
Gusano blanco Premnotrypes vorax
Polilla guatemalteca Tecia solanivora.
Pulgén Aphis gossypii

Fuente: (Trujillo y Gonzélez, 2009)

4.8.6. Riegos

Los riegos se dieron con intervalos de 8 a 15 dias dependiendo de las condiciones

medio ambientales durante el ciclo del cultivo.

4.8.7. Obtencion del extracto vegetal y fungico

Para los dos casos que se exponen se utiliz6 la metodologia propuesta por Lozano, A

(2014), la cual se describe a continuacion:

Obtencidn directa por molido

Agave americana
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Usando un molino manual de granos CORONA se colocd en su interior pedazos de la
cabuya sin corteza. para triturarlos y obtener dos subproductos: El bagazo y el zumo
de las hojas; el, zumo se percol6 utilizando un cedazo plastico de poros de 1mm,
previamente esterilizado en la autoclave, y el bagazo se lo filtro a través de 8 capas de
gasa quirdrgica, organizadas de forma aleatoria, hasta obtener el resto de zumo del
bagazo. Este zumo fue colocado en recipientes de pléstico y almacenados en oscuridad

por 6 dias.

Obtencion del extracto por licuado

Estrobilurus tenacellus

Se recolectd este hongo de los arboles de pino en descomposicion, con la ayuda de una
balanza analitica se pesé 1 libra de este material y se licuo con un 1 litro de agua
purificada a una velocidad constate durante 1 minuto. El extracto obtenido se colocé

en frascos ambar de vidrio y almacenados durante 6 dias en oscuridad.

4.8.8. Metodologia para el Screening Fitoquimico de extractos vegetales y

Fungicos.

Alcaloides

Método de Dragendorff. - Si la alicuota del extracto estd disuelta en un solvente
organico, éste debe evaporarse, en un bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 ml
de &cido clorhidrico al 1 % en agua. Si el extracto es acuoso, a la alicuota se le afiade
1 gota de acido clorhidrico concentrado. Con la solucién acuosa acida se realiza el
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ensayo, afladiendo 3 gotas del reactivo y los resultados seran: si existe un precipitado
sera por la gran cantidad de alcaloides presente (+++), una turbidez por la baja
concentracion de alcaloides (++) y una opalescencia es por una pobre presencia de

alcaloides (+).

Saponinas

Espuma. - Si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5 veces su volumen en
agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5-10 min para obtener los resultados
asi: si aparece espuma (+) pobre presencia de este metabolito, media espuma (++),

alta cantidad de espuma (+++).

Compuestos fendlicos y taninos

Cloruro Feérrico (FeCls). - Si el extracto es acuoso se afiade acetato de sodio para
neutralizar y tres gotas de una solucién de tricloruro férrico al 5% en solucion salina
fisioldgica A una alicuota del extracto alcohdlico se adiciona el reactivo. Si se torna
una coloracion rojo-vino (+) poca presencia de estos metabolitos, verde intenso (++)
una cantidad regular de metabolitos y si se torna de un color azul (+++) es por la

gran cantidad de estos metabolitos secundarios en la muestra.

Flavonoides

Si la alicuota del extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1 ml de &cido
Clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metalico, se espera 5
minutos, se afiade 1 ml de alcohol amilico, se mezclan las fases y se deja reposar hasta
que se separen. Cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo (+) poca presencia
de este estos metabolitos, naranja (++) una buena presencia de metabolitos y si se torna

un color rojo (+++) nos indica una abundante presencia de fenoles en el extracto.

Aceite esencial

Sudan. - Se le afiade 1 ml de una solucién diluida en agua del colorante Sudan Ill o

Sudan IV. Se calienta en bafio de agua hasta evaporacion del solvente. + Presencia de
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gotas o una pelicula coloreada de rojo. (+) Coloracion leve (++) Coloracion media

(+++) Coloracion intensa.

4.9 APLICACION DE LOS EXTRACTOS

La aplicacion se llevé a cabo por pulverizacion con la ayuda de una bomba de mochila

utilizando las dosis de 375ml por 5 litros de agua para cada tratamiento.

4.10. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

Para la interpretacion de los resultados obtenidos en el presente trabajo de
investigacion se utilizé el ANALISIS DE VARIANZA (ADEVA) vy la prueba de

comparacion de medias de Tukey al 5%, aplicando el Software Estadistico
INFOSTAT.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. RESULTADOS

Tabla 9. Porcentaje de incidencia

PORCENTAJE DE INCIDENCIA (%])

DIAS P1 P2 P3 T E.E CV P-valor
45 8,00 a 5,00a 0,00a 20,00b 1,29 27,78 0,011
60 2325bc 16,2ab 11,15a 32,70c 1,29 10,26 0,0091
75 36,5b 2520ab 13,15a 50550c 1,67 8,3 0,0031

90 3860b 2560ab 14,70a 7840c 2,23 9,53 0,0022
*Valores con la misma letra en la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey,

P < 0,05). CV: Coeficiente de Variaciéon. EE: Error Estandar. P valor: Probabilidad.

TR: los tratamientos realizados. A(cm?): Area en centimetros cuadrados. % I:

Porcentaje de incidencia. %S: porcentaje de severidad.

El porcentaje de incidencia de P. infestans a los 60 dias fue reducido 21,55 puntos
porcentuales en relacion al Testigo, por la aplicacién de P3, de igual manera, a los 75
y 90 dias el %l de tizdn tardio fue leve, con medias de 13,15% y 14,70%,
respectivamente. Probablemente por la presencia de compuestos terpénicos y
fenolicos, capaces de afectar la permeabilidad de las membranas, provocando

trastornos metabdlicos, inhibicion el crecimiento micelial (Gende et al. 2008).

Tabla 10. Porcentaje de severidad

PORCENTAJE DE SEVERIDAD (%5)
DIAS P1 P2 P3 T E.E CV P-valor
45 1,07bc  0,39b 0,00 a 1,84c 0,13 26,31 0,0104
60 2360b 16,70ab 1190a 53,60c 0,96 6,03 0,0005
75 51,00b 441ab 39,30a 8220c 0,96 2,71 0,0005
90 61,35b b5465ab 49,75a 9230c 1,11 2,59 0,0007
*Valores con la misma letra en la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey,

P < 0,05). CV: Coeficiente de Variacion. EE: Error Estandar. P valor: Probabilidad.

TR: los tratamientos realizados. A(cm?): Area en centimetros cuadrados. % I:

Porcentaje de incidencia. %S: porcentaje de severidad.
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En la variable %S el tratamiento P3 brindo el mayor control de P. infestans durante las
cuatro observaciones realizadas, con medias de 11,90%, 39,30% Yy 54,75% a los 60,75

y 90 dias, respectivamente.

Tabla 11. Desarrollo del area foliar

AREA FOLIAR
DIAS P1 P2 P3 T E.E CV P-valor
45 1167,09a 1024,45a 84486a 436,01b 128,68 23,03 0,2199
60 1167,09a 1287,21a 1126,48a 848,0l1ab 123,94 1532 0,3914
75 99327a 1312,05a 1154,32a 856,38ab 130,2 16,58 0,3299
90 998,87a 1414,05a 1157,04a 857,21ab 129,52 16,45 0,331

*Valores con la misma letra en la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey,
P < 0,05). CV: Coeficiente de Variacion. EE: Error Estandar. P valor: Probabilidad.
TR: los tratamientos realizados. A(cm?): Area en centimetros cuadrados. % I:

Porcentaje de incidencia. %S: porcentaje de severidad.

En las tres mediciones realizadas no se registraron diferencias significativas entre los
tratamientos, sin embargo, el tratamiento P2 registro la mayor area foliar, con medias
de 1287,21 cm? (60 dias), 1312,05 cm? (75 dias) y 1414,05 cm? (90 dias).

Tabla. 12. Resultados del Screening fitoquimico realizados a los dos extractos

utilizados en nuestro ensayo.

COMPUESTO A. americana E. tenacellus Interaccion
Aceite esencial + +++ ++
Saponinas +++ + ++
Terpenos ++ + F++
Fenoles +++ ++ 4+
Taninos + + +
Flavonoides + ++ ++

(+) Baja presencia del compuesto; (++) Moderada presencia del compuesto; (+++)

Alto contenido de metabolitos en el extracto.
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Se puede observar en la Tabla 12 que la A. americana presenta un alto contenido en
saponinas y fenoles, contenido moderado de terpenos y un bajo contenido en aceites
esenciales, taninos y flavonoides. La presencia de los metabolitos secundarios
presentes en las plantas, se debe posiblemente al desarrollo de diversos mecanismos
de defensa (metabolitos secundarios) frente a circunstancias adversas de tipo biético y
abiotico.

Se puede observar en la tabla 12 que el E. tenacellus presenta un alto contenido en
aceites esenciales, contenido moderado de fenoles y flavonoides y un bajo contenido
en taninos, saponinas y terpenos. La presencia de los metabolitos secundarios
presentes en las plantas, se debe posiblemente al desarrollo de diversos mecanismos
de defensa (metabolitos secundarios) frente a circunstancias adversas de tipo biético y

abiotico.

Se puede observar en la Tabla 12 que la interaccion de los extractos presenta un alto
contenido en terpenos y fenoles, contenido moderado de flavonoides, saponinas y
aceites esenciales y un bajo contenido en, taninos. La presencia de los metabolitos
secundarios presentes en las plantas, se debe posiblemente al desarrollo de diversos
mecanismos de defensa (metabolitos secundarios) frente a circunstancias adversas de

tipo bidtico y abiotico.

5.1.2. Porcentaje de Incidencia y Severidad

El tratamiento P3 revel6 menor %l y %S durante los cuatro muestreos realizados, a los
45 dias (%I: 0,00 y %S: 0,00); 60 dias (%l: 11,15 y %S: 11,90); a los 75 dias (%l:
13,15 y %S: 39,30), y a los 90 dias (%l: 14,70 y %S: 49,75). Segun, Bolivar et al.,
2009 el efecto de prevencion de P. infestans puede ser debido al contenido de
metabolitos secundarios de los extractos aplicados como son: Compuestos terpénicos,
fenolicos, saponinas, aceites esenciales y alcaloides, los mismos que poseen la
capacidad de afectar la permeabilidad de la membrana del patdgeno, provocando

trastornos metabdlicos en el citoplasma celular.
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5.2. DISCUSION

Los mejores resultados se obtuvieron con la interaccién de los dos extractos en relacion
1:1 y con el extracto de E. tenacellus. De acuerdo a Bolivar et al., (2009) manifiesta
que el efecto de prevencién a P. infestans puede ser por la presencia de metabolitos
secundarios de los extractos aplicados: (compuestos terpénicos, fenolicos, alcaloides
y saponinas, capaces de afectar la permeabilidad de la membrana del patégeno,
provocando trastornos metabolicos e inhibicion del crecimiento micelial) (Gende et
al., 2008). En el caso de la interaccion se obtuvo la mayor capacidad anti flngica en
prevenir la presencia de nuestro patdgeno en estudio., el menor porcentaje de

incidencia obtenido fue a los 45 dias sin rastro alguno del patégeno.

Estos resultados podrian deberse a la presencia de Estrobilurinas en la solucion
obtenida al mezclar el extracto de E. tenacellus y A. americana en relacion 1:1. Ya que
segun Anke, F (1997) manifiesta que las estrobilurinas se disuelven con facilidad en
soluciones alcoholicas y como mezclamos el extracto de A. americana que contiene
elevada presencia de fenoles podria dar lugar a la presencia de las estrobilurinas en
nuestra solucion las mismas que inhiben el desarrollo micelial del patégeno en nuestro

caso P. infestans.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES, BIBLIOGRAFIA Y ANEXOS

6.1. CONCLUSIONES

Al finalizar la investigacion acerca del “USO DE EXTRACTOS DE PENCO AZUL
(Agave americana) Y HONGOS DE SOMBRERO (Estrobilurus tenacellus) COMO
PREVENTIVOS DEL TIZON TARDIO (Phytophthora infestans) EN EL CULTIVO
DE PAPA (Solanum tuberosum) VARIEDAD CHAUCHA AMARILLA.” se

concluyd que:

— Los extractos de Estrobilurus tenacellus y Agave americana presentan actividad
preventiva frente al patdgeno Phytophthora infestans en el cultivo de papa (S.

tuberosum).

— EI tratamiento P3 (extractos de Estrobilurus tenacellus + Agave americana en
relacion 1:1) reveld el menor %l y %S durante los cuatro muestreos realizados, a
los 45 dias (%1:0,00 y %S:0,00), a los 60 dias (%]I: 11,15 y %S: 11,90); a los 75
dias (%l: 13,15 y %S: 39,30), y a los 90 dias (%l: 14,70 y %S: 49,75). Dichos
resultados pueden deberse a su contenido de terpenos, fenoles y alcaloides; capaces
de afectar la permeabilidad de la membrana del patdgeno, provocando trastornos

metabdlicos e inhibicién del crecimiento micelial.

— Los extractos de Estrobilurus tenacellus + Agave americana en relacion 1:1
contienen saponinas, taninos, terpenos, fenoles, flavonoides y quinonas. Estos
compuestos poseen propiedades antifingicas, antisépticas, antibacterianas,

insecticidas y antimicrobianas.
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6.3. ANEXOS

Anexo 1. Molino casero de corona.

Anexo 2. Recoleccion de A. americana
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Anexo 3.

Interaccion de los dos extractos en relaciéon 1: 1

e

41



CAPITULO VII

PROPUESTA

7.1. TITULO

Uso de la combinacion de los extractos de A. americana + el hongo E. tenacellus en

relacién 1:1 para la prevencién de Phytophthora infestans.

7.2. DATOS INFORMATIVOS

El presente estudio de investigacion se llevara a cabo en la Granja Experimental
Docente "Querochaca” propiedad de la Universidad Técnica de Ambato, Facultad de
Ciencias Agropecuarias, ubicada en el canton Cevallos, provincia de Tungurahua. Sus
coordenadas geogréficas son 01° 21" de latitud Sur y 78° 36  de longitud Oeste, a la
altitud de 2865 msnm.

7.3. ANTECEDENTES DE LA PROPUESTA

La interaccion de los extractos de Agave americana y Estrobilurus tenacellus en
relacion 1:1 contiene aceite esencial, alcaloides, cetonas, fenoles, flavonoides,
quinonas, saponinas, taninos y terpenos, los mismos que inhiben el desarrollo micelial
del patdgeno evitando asi su proliferacion en el cultivo huésped. En la investigacién
realizada se obtuvo los porcentajes de incidencia (11,15 %), severidad (11,90 %), y un

area foliar de (44,17 %), con la aplicacion de esta interaccion entre los extractos.

7.4. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

El presente trabajo de investigacion se realizara debido a que en la actualidad el manejo
de “tizon tardio” en el cultivo de papa esté ligado al uso indiscriminado de pesticidas,
deteriorando la calidad del tubérculo, afectando al medio ambiente y a la salud de los
productores y consumidores. Dentro del uso progresivo de técnicas y alternativas de

manejo de plagas y enfermedades se encuentran los extractos de origen natural, los
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cuales reducen el uso de pesticidas y de esta manera elevar la calidad de los tubérculos,
cuidar el medio ambiente y la salud de productores y consumidores.

7.5. OBJETIVO

Aplicar la interaccion de los extractos de A. americana y E. tenacellus en relacion
1:1 para prevenir la aparicion de Phytophthora infestans en el cultivo de S.

tuberosum.

7.6. ANALISIS DE FACTIBILIDAD

Las principales razones por las cuales el uso de extractos de origen natural en la
agricultura constituye una nueva alternativa para el manejo de plagas y enfermedades
de los cultivos son: simplicidad en obtencién, bajo costo de adquisicion, bajo/nulo
riesgo para la salud de productores y consumidores, son productos biodegradables y

se incorporan a la naturaleza con facilidad.

7.7. FUNDAMENTACION

El desconocimiento y la deficiente investigacion acerca de métodos alternativos de
manejo de plagas y enfermedades, ha limitado el aprovechamiento de la propiedad
antifungica que poseen las plantas para su autodefensa en contra de patdgenos
infecciosos. Hoy en dia, la agricultura se ha orientado a procesos de produccion
encaminados a reducir el uso de pesticidas, mediante la aplicacion de nuevas
alternativas para el control y prevencion de plagas y enfermedades, entre las cuales se
encuentran los extractos de origen natural, los mismo que se vienen utilizando para el

manejo de insectos y hongos fitopatdgenos.

El uso de extractos naturales permite reducir cl uso de pesticidas y de esta manera
mejorar la rentabilidad del cultivo, subyugar los residuos toxicos de los pesticidas en
los cultivos, preservar el medio ambiente y el bienestar de los productores y

consumidores.
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7.8. METODOLOGIA, MODELO OPERATIVO
Recoleccion de especies vegetales

Se recolectaron 5 kg de A. americana (hojas), y 1 Ib de E, tenacellus debe ser

recolectada cuando estas especies estén maduras.

Obtencién por molido
1. Limpiar las hojas de penco y cortarlas en tiras.
2. Introducirlas en el molino de rodillos casero.
3. Triturar bien las hojas de penco y luego pasar por una tela de lienzo.
4. Colocar el extracto en un recipiente desinfectado y dejarlo reposar a completa

obscuridad en condiciones ambientales.

Obtencién por licuado
1. Pesar una libra de hongos previamente recolectados.
2. Colocar en una licuadora casera y afadir un litro de agua purificada.
3. Pasar la solucion por un cedazo para eliminar las particulas grandes.
4. Colocar nuestro extracto en un recipiente desinfectado y dejarlo reposar por 6

dias a completa obscuridad a condiciones ambientales
Aplicacion

La aplicacion se debe realizar cada 8 dias por pulverizacion en forma directa a todo

el cultivo de papa, con una dosis de 15000 ml por 200 It de agua
7.9. REVISION DE LA EVALUACION

Luego de cinco meses, se hara una evaluacion del alcance de la propuesta en la zona

de influencia donde se desarrollo la investigacion.
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