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RESUMEN

La antracnosis (Colletotrichum spp) es la enfermedad que causa las mayores
pérdidas econdmicas en el cultivo de tomate de arbol en el Ecuador. Actualmente,
el patdégeno es tratado con compuestos de sintesis: Mancozeb y Clorotalonil, cuya
residualidad impide la exportacion del fruto. En el presente trabajo se evalio la
eficiencia de cinco aceites esenciales a nivel de laboratorio, invernadero y campo
como alternativas para el tratamiento de la antracnosis mediante la aplicacién en
diferentes dosis e intervalos de aplicacién. De la comparaciéon realizada entre
aceites esenciales y productos quimicos se demostré que el aceite de guarmi poleo
Clinopodium sp. y la mezcla de arrayan Eugenia hallii y ruda Ruta graveolens tienen

el mismo efecto en la prevencion y control de la enfermedad.



Bustamante Gavilanes v

ABSTRACT

Anthracnosis (Colletotrichum spp) is the causal of the major economic losses from
tree tomatoes cultures in Ecuador. The pathogen is treated with the synthetic
pesticides Mancozeb and Clorotalonil. The residual of these compounds stop the
exportations of the fruit. In the present work, five essential oils were tested as
biocontrol agents. Bioassays at “in vitro”, greenhouse and field conditions were
performed, using different doses and application intervals. The data collected were
statistically analyzed and compared with chemical controls. Essential oil from
Clinopodium sp and a mixture from Eugenia halli and Ruta graveolens showed the

same effect as biocontrol agents against illness.
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Actividad Biocontroladora de Aceites Esenciales ante Antracnosis

(Colletotrichum Spp.) de Tomate de Arbol (Solanum Betacea)

INTRODUCCION

En nuestro pais las tareas agricolas y ganaderas comenzaron a desarrollarse como
actividades econdmicas necesarias para la supervivencia de los habitantes, pero,
actualmente se las realiza con la finalidad de abastecer el mercado local, nacional e
internacional. Se ha encontrado un potencial mercado en los frutales por su
importancia nutricional. Su comercializacién en fresco tanto como materia prima,

para la elaboracién de conservas y jugos, se ha incrementado notablemente.

El tomate de arbol, Solanum betacea, es una planta originaria de los Andes, es
cultivada con la finalidad de aprovechar sus frutos comestibles. Al tratarse de una
fruta semi acida, se le considera de alto valor nutricional, buen sabor, apta para la
preparacién de jugos y mermeladas. Ademas, tiene un gran potencial de
comercializacion, productividad durante todo el afio, bajo costo de produccion y de

relativo facil manejo agronoémico. (Idrovo, 2003).

En Ecuador se cultiva desde zonas secas con 400 mm/afio o menos, hasta en la
selva oriental con mas de 1000 mm/ano. El cultivo del tomate de arbol es antiguo
en el Ecuador en zonas tradicionales como Patate y Bafos y con el crecimiento de
la demanda interna desde hace unos 15 afios se ha extendido comercialmente a
otras zonas de produccion del callejon interandino y estribaciones de la cordillera:
Salinas, Ibarra, Ambuqui, San Gabriel, Bolivar, Pimampiro, Ibarra, Atuntaqui,
Tumbaco, Puembo, Tambillo, Latacunga, Salcedo, Pelileo, Huachi, Biblian,
Gualaceo, Paute,Sevilla de Oro, Guachapala, El Pan, Girdn, Santa Isabel, Loja., se
ha extendido. (Lebn, 1996).
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En la ultima década su cultivo se ha incrementado notablemente; se estima que en
el pais existen alrededor de 5000 hectareas, con una producciéon que oscila entre
60 y 80 toneladas por hectarea/ano. El libre comercio en el Pacto Andino y en
general a nivel mundial, asi como la expectativa en mercados de Europa han
abierto algunas perspectivas de crecimiento, desarrollo y exportacion de frutos
andinos, principalmente de tomate de arbol, mismo que por su alta rentabilidad, en
pequefias areas constituye el sustento a muchas familias ecuatorianas. (ldrovo,
2003)

Los destinos de exportacion del tomate de arbol apuntan actualmente hacia Europa
y Estados Unidos, entre otros paises. El tamarillo de calidad 6ptima se reconoce
por la apariencia sana de su piel sin manchas, golpes ni picaduras, tiene color
intenso y brillante, una forma adecuada, sin achatamientos que sefalan ataques de
virus. La fruta debe estar firme y lucir fresca; generalmente se la presenta con el

pedunculo.

La falta de plantas certificadas y un deficiente manejo del cultivo han influido para la
diseminacion de plagas y enfermedades, principalmente la Antracnosis, producida
por especies de Colletotrichum. Esta patologia esta causando grandes pérdidas en
la producciéon y una marcada irregularidad en los mercados internacionales que
impiden una consolidacién en los mismos. Ademas, el uso de plaguicidas no
permitidos unido al excesivo uso de los autorizados para el control de la
enfermedad impide la comercializacion del producto a nivel mundial. Actualmente la
exigencia del mercado se enfoca a la eliminacion del uso de agroquimicos y
incorporacion de tecnologia ecoldgica, nuevos sistemas de control de plagas y
enfermedades, nutricion adecuada y en general un manejo con enfoque ecolégico o

integrado.

Los sistemas de control biolégico aseguran la calidad de los alimentos pues
representan alternativas seguras tanto para los agricultores, consumidores y medio
ambiente. Los plaguicidas naturales mas conocidos y utilizados a nivel mundial, son
aquellos para el control de insectos, entre los que se encuentran la cebolla (Allium
cepa), el tabaco, ortiga, piretro. Los extractos de ciertos vegetales como el ajo
(Allium sativum) y la cola de caballo (Equisetum arvense) son efectivos en el control

de enfermedades fungosas y/o bacteriales. (Stauffer et al.; 2000).
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En los ultimos afos, se han desarrollado estudios a la busqueda de agentes
biocontroladores, que incluyen hongos, insectos, extractos vegetales y aceites

esenciales que han presentado efectividad en el control de enfermedades agricolas.

Extractos crudos de las especies vegetales, Cestrum nocturnum y Annona
cherimola, evaluados in Vitro, inhibieron la germinacién de esporas de C.
gloesporioides, en porcentajes mayores al 95%. Los extractos de mejorana
(Origanum majorana), papaya (Carica papaya), naranja (Citrus aurantium), limon
(Citrus aurantifolia), bugambilia (Bougainvillea spectabilis) muicle (Justicia
spicigera), perejil (Petroselinum sativum), flor de pajarito (Parthenim hysterophorus),
pirul (Schinus molle) e higuerilla (Ricinus comunis) mostraron porcentajes de
inhibicion menores a 61% por el método de microscopia 6ptica, y menores a 56%

por espectrofotometria. (Hernandez, 2004)

Los aceites esenciales son responsables de los mecanismos de defensa de las
plantas ante el ataque de microorganismo fitopatdégenos. Los compuestos de los
aceites esenciales, los terpenoides, actian en el metabolismo vegetal como
antibidticos, y se producen en defensa ante el ataque de microorganismos.
Ademas, estas biomoléculas pueden actuar como fitoalexinas y compuestos anti-

alimentarios, que evitan el ataque de herbivoros. (Buchanan, et al., 2000)

Se ha indicado en investigaciones con aceites esenciales que estos son capaces de
inhibir el crecimiento de organismos patégenos en plantas. Actualmente son usadas
como control alternativo de plagas y enfermedades. En un estudio de evaluacion de
actividad antifungica contra la especie Colletotrichum acutatum de los aceites
esenciales de tomillo (Thymus vulgaris), limoncillo (Cymbopogon citratus), y sus
componentes mayoritarios, timol y citral. Los resultados demostraron que los
compuestos mayoritarios inhiben el crecimiento micelial completamente durante
once dias de incubacién. Las evaluaciones de fitotoxicidad revelan que la aplicacion
de gotas localizadas sobre la superficie foliar de Solanum betacea, no ocasionan

ningun dafio aparente (Alzate, et al. 2008)
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El presente trabajo presenta una alternativa de control de Colletotrichum spp. a
través de manejos preventivos y control de la enfermedad con aceites esenciales
de plantas medicinales seleccionadas por referencias de investigaciones anteriores.
Ruilova (2007) en su investigacion concluy6é que el aceite de romero (Rosmarinus
officinalis) puede significar una alternativa para el control de Pseudomonas siringae
en cultivos de solanaceas, hortalizas y flores. El aceite de romero (Rosmarinus
officinalis) e hinojo (Foeniculum vulgare) han demostrado una actividad
biocontroladora moderada ante Alternaria sp (CIM = 6, 25 uL). Los aceites de
pamba poleo (Mentha pulegium) y hierba luisa (Cymbopogon citratus) presentaron

mejor actividad antifungica de Botrytis cinerea.
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CAPITULO |

CULTIVO DE TOMATE DE ARBOL

1.1 Generalidades

Solanum betacea pertenece a la familia de las Solanaceas, planta originaria de
los Andes Sudamericanos.

Se le conoce popularmente con el nombre de "Tomate de Arbol" aunque recibe
otros nombres, tales como "tomate cimarrén, tomate extranjero, granadilla y
contragallinazo" en Centroamérica, " berenjena y tomate de palo" en México,
"tomate de monte, tomate silvestre, pepino de monte y gallinazo panga" en
Colombia y Peru, "chilto, sima, tomate de lima" en Bolivia, "tomate chimango,
tomateiro da serra" en Brasil y "Tamarillo" en Nueva Zelanda, pais en donde ha

sido introducido.

En Ecuador se producen tres variedades reconocidas de tomate de arbol,
aunque comercialmente no se las diferencia. Estas son:

+ Tomate comun: de forma alargada, color morado y anaranjado.

+ Tomate redondo: de color anaranjado rojizo.

+ Tomate mora: de forma oblonga y de color morado.

A pesar de que en el mercado no se ha establecido una diferenciacion clara
entre las variedades de esta fruta, se reconocen distintos cultivares; los
principales se especifican a continuacion, indicAndose las caracteristicas
principales relevantes a su comercializacion:

» “Ecuadorian orange”: fruta de color naranja, tamafio mediano, pulpa color
naranja — amarillo, textura cremosa, acidez menor que en otras variedades.
Excelente para consumo en fresco y también para uso en cocina gourmet.

+ “Goldmine”. se trata de un cultivar superior recientemente introducido en
Nueva Zelanda. Es una fruta grande de color amarillo — dorado, con pulpa
blanda, sabor fuerte pero no acido. Altamente recomendada para consumo en

fresco por su sabor.
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* “Inca gold”: fruta amarilla de sabor menos acido que los tipos rojos. Se la
utiliza para consumo y fresco ademas de cocinada. El sabor de la fruta cocinada
ha sido comparado con el del durazno.

» “Oratia Red”: fruta roja de tamafio grande con pronunciado sabor acido. Se
consume fresca y en conservas.

* “Rothamer”: fruta de mayor tamano que los otros tipos, con cascara roja
brillante y pulpa amarilla — dorada, sabor dulce. Se recomienda su consumo en
fresco.

* “Ruby red”: fruta grande, cascara de color rojo brillante y su pulpa es rojo
oscuro. Tiene sabor fuerte y acido. Se la recomienda para uso en cocina
gourmet. En Nueva Zelanda esta variedad es la de cultivo estandar para
exportacion.

* “Solid gold”: fruta grande con cascara de color dorado — naranja. Su pulpa es
suave con sabor menos pacido que otros tipos. Muy buena para consumo en
fresco.

* “Yellow”: fruta de tamafio mediano, con cascara de color naranja - amarillenta.
La pulpa es amarilla con sabor suave. Es el tipo de cultivo mas antiguo de
tamarillo en Nueva Zelanda. (MAG, 2001)

1.2 Ecologia

Es una planta de clima templado seco y sub calido hiumedo. Se le encuentra en
altitudes de 1500 a 2600 ms.n.m. y zonas con temperaturas entre 15y 22°C.

Es muy vulnerable a las bajas temperaturas. No tolera vientos fuertes, ya que se
produce la caida de las flores, rotura de las ramas y destruccion de las hojas. Para
un buen desarrollo le favorece una Humedad Relativa oscilante entre 70% - 80%.
La precipitaciéon varia de 600 — 1500 mm.

Se adapta muy bien a todo tipo de suelo, pero su mejor desarrollo lo alcanza en
suelos de textura media con buen drenaje y buen contenido de materia organica,
pH 5.6 — 7.0. (Manual Agropecuario, 2002)

1.3 Descripcién botanica

Es una planta arbustiva con tallos semilefiosos, de follaje grande; alcanzando una

altura de 2 a 3 m, de ciclo productivo corto (2 a 4 afios).
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Las hojas son cuoriformes, carnosas, levemente pubescentes y muy grandes.
Las flores son de color rosa y lavanda, agrupadas en racimos terminales; florecen

escaladamente.

Figura 1. Caracteristicas botanicas de tomate de arbol: flores y hojas

El fruto mide de 8-12 cm de largo por 4-6 cm de ancho, de textura firme, piel lisa y
brillante, de color variable desde rojo, anaranjado, morado, hasta amarillo,
comunmente de forma elipsoide a ovoide, pulpa anaranjada a roja, jugosa y de
sabor agridulce. Contienen muchas semillas pequefias en cantidades de 120 a 150.
Se encuentran solos o agrupados. (Amaya vy

Julca, 2006)

Figura 2. Caracteristicas botanicas de tomate de arbol: distribucion frutos
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1.4 Propagacién

El tomate de arbol se puede propagar por semilla botanica, mediante el
establecimiento de semilleros; las semillas extraidas de frutos maduros se dejan
secar por 10 a 15 dias al ambiente y luego se colocan en un almacigo. Demoran 30
dias para germinar y cuando las plantas tienen entre 15 y 20 cm de alto (3 6 4
hojas) se transplantan a terreno definitivo.

Y asexualmente, mediante la obtencion de estacas, acodos, ramas o injertos de
yema, seleccionadas de plantas vigorosas, sanas, libres de enfermedades
(Santillan y Neira, 1988)

1.5 Labores Culturales

1.5.1 Podas

Las podas que requiere el tomate de arbol son muy ligeras.

- Podas de formacion: Para lograr una buena arquitectura de la planta,
debe someterse a una poda de formacion cuando la planta alcanza
entre 1,60 y 1,80 m. En el transcurso del crecimiento se deben
eliminar brotes o chupones.

- Podas fitosanitarias: Eliminar periédicamente las ramas o ramillas

dafnadas, enfermas, o afectadas mecanicamente(Amaya y Julca, 2006)

1.5.2 Deshierba

Las deshierbas se realizan en forma manual a lo largo de la corona de cada

planta, también se puede realizar en forma mecanizada.

1.5.3 Riegos

Los sistemas de riego mas utilizados son mediante surcos paralelos, en zig-
zag o serpentin y por coronas individuales. La frecuencia del riego depende
de las condiciones climaticas existentes; por lo general, la frecuencia sera
cada 10 a 15 dias.
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1.5.4 Fertilizacion
La fertilizacion se realiza cada seis meses haciendo uso de 2 0 3 kg. de
gallinaza o compuesto, mas 80 g de fertilizante quimico 8-20-20 o 10-30-10-

la aplicacién se debe hacer en la corona de cada planta. (MAG, 2001)

1.6 Enfermedades

1.6.1 Antracnosis

La antracnosis del fruto es la enfermedad mas
importante del cultivo, por su amplia distribucién y
por las pérdidas econdmicas que produce al destruir

el producto a cosechar.

La enfermedad aumenta su incidencia y severidad
cuando factores como lluvias continuas y una
humedad relativa alta (76%) se presentan en el
cultivo.

Los ataque son mas intensos en zonas entre 2000 y
2200 m s.n.m. (Santillan y Neira ,1988)

Figura 3. Cultivo de tomate con sintomas de ataque

1.6.2 Sintomas
Seis dias después de la inoculacion en los frutos de cualquier edad se
producen manchas aceitosas
circulares negras, hundidas, de
bordes definidos, que aumentan
rapidamente de tamafo y se
tornan de consistencia seca,

para luego cubrir casi todo el

fruto y finalmente momificarse en
la planta o caer al terreno. Figura 4. Frutos con sintomas visibles

En condiciones favorables (H.R. alta), se produce en el centro de la mancha
una coloraciéon rosada a salmén, que corresponde a las estructuras de

reproduccion del patégeno (conidios). (Corpoica, 1997)
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En cuanto al ataque segun el tamafo del fruto, los frutos verde mediano
(58%), pequeiio (16%) y grande (24%) son los mas susceptibles, morado y
maduro (7%); de acuerdo al sitio de la lesion, la zona media (38%), apice
(25%), multiple (20%) y pedunculo (17%). (Rondén, 2006)

Esta enfermedad se presenta cuando las plantas se encuentran en pleno
desarrollo vegetativo, la humedad ambiental alcanza un 95% vy la
temperatura es superior a 17 °C. Esta enfermedad produce pérdidas de
hasta el 90%.

La antracnosis también es diseminada por insectos perforadores de frutos,
tales como: Neoleucinodes elengantalis y Leptoglossus zonatus, y también
por algunas larvas de lepidopteros, que facilitan la entrada del hongo vy

predisponen el fruto a la infeccion por el patdgeno. (Aponte, et al. 2005)

1.6.3 Caracteristicas Del Patogeno

Los hongos imperfectos, conocidos como Deuteromicetes, constituyen un
grupo irregular, ya que sus integrantes solo tienen en comun el hecho de
que no se conoce la forma sexual de su reproduccion. La mayoria de
miembros de este grupo son fases conidiales de ascomicetes. Se
reproducen por esporas asexuales (conidiospéras) producidas en una
estructura llamada conidioforo, que es una simple modificaciéon de la parte
apical de la hifa, y de acuerdo a la forma que adopte en cada género, toma
cierto nombre. Este grupo presenta un micelio con septos simples, algunas
se desarrollan como levaduras y otros presentan alternancia entre la fase de
micelio y levadura. Su pared esta compuesta de quitina y glucanos.
(Deacon, 1990)

Los hongos imperfectos han sido clasificados siguiendo los principios
establecidos por Saccardo en Sylloge fugorum. Este sistema se basa en la
morfologia de estructuras de esporulacion y en el aspecto y pigmentacion de

conidias y conidiéforos (Cazar, 2006)

- El primer orden pertenece a los Esferopsidales, disponen de un
picnidio, formacién analoga a la periteca, no contienen ascas, sino

conidios.
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- El segundo orden de los Melanconiales, desaparece el picnidio pero
conservan un estroma diferenciado llamado acérvulo fructifero,
formado en gran parte por elementos del huésped y situada debajo
de la cuticula, que se rompe al madurar los conidios.

- Orden Hifales o Moniliales, las hifas salen directamente al exterior a
producir los conodios.

- El orden de los micelios estériles, es la forma mas imperfecta de los
deuteromicetes, no presenta elementos de clasificacion conocidos
puesto que, no poseen ninguna clase de esporas, sino simple

crecimiento del micelio. (Urquijo, 1971)

Colletotrichum pertenece al orden de los Melanconiales, que se
caracterizan porque produce conidios incoloros, de una sola célula, ovoides,

cilindricos y en ocasiones encorvados o en forma de pesas en acérvulos.

Figura 5. Conidios de Colletotrichum

Las masas de conidios son de color salmén o rosa. Los acérvulos son
subepidérmicos y brotan a través de la superficie de los tejidos de la planta,
tienen forma de disco o cojin y son cerosos, son conidiéforos simples, cortos
y erectos. Los conidios son liberados y se esparcen soélo cuando los
acérvulos se encuentran humedos, y generalmente son diseminados por la
lluvia desplazada por el viento o al entrar en contacto con los insectos, otros
animales, herramientas, etc. Después de haber germinado, producen un
apresorio y un gancho de de penetracion y se introducen directamente en
los tejidos de su hospedero. Al principio, las hifas crecen con gran rapidez
tanto intercelular como intracelularmente, pero producen poca o ninguna

decoloracion visible u otros sintomas.
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El hongo adquiere mayor severidad cuando los frutos comienzan a madurar.
El hongo puede llegar a las semillas, y es transportado en ellas, sin causar

dafio aparente. (Agrios, 1985)

El hongo crece con facilidad en papa dextrosa agar (PDA), inicialmente la
colonia es cremosa y de color salmén, emitiendo un micelio blanco en sus
bordes que con el tiempo se torna grisaceo. Su desarrollo completo se

alcanza en 15 dias a una temperatura de 25°C. (Bailey y Jeger, 1992).

1.6.4 Medidas de control

Para controlar la enfermedad se debe suspender el riego, realizar podas
fitosanitarias y aplicar productos quimicos como Ridomil completo
(Mancozeb + Metalaxil), a razon de 3 g/L de agua. Otros productos que se
pueden utilizar son Polyram Combi (metiram), Antracol (propineb), Bravo
500 (clorotalonil), alternando con fungicidas cupricos como Cupravit
(oxicloruro de cobre), Kocide (hidroxido de cobre), Vitigran (oxicloruro de

cobre), arazon de 1 g/L de agua.
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CAPITULO I

ACEITES ESENCIALES

2.1 Generalidades

Se estima que unicamente el 2% de las plantas superiores han sido evaluadas por
sus propiedades pesticidas, y de hecho, la mayoria de ellas lo han sido por sus

propiedades insecticidas. (Loudi, 2007)

Los aceites esenciales o esencias vegetales son parte del metabolismo de un
vegetal, compuestos generalmente por terpenos, que estan asociados o no a otros
componentes; la mayoria de ellos son volatiles. Los componentes mayoritarios de
los aceites esenciales cumplen roles importantes en el metabolismo vegetal,

actuando como fitoalexinas, antibiéticos y antialimentarios. (Bandoni, 2000).

Las plantas producen compuestos con propiedades antimicrobianas que pueden
ser empleadas para controlar diferentes enfermedades en productos hortofruticolas.
Entre los compuestos mas importantes estan flavonoides, terpenos, aceites

esenciales, fenoles, alcaloides, lectinas y polipéptidos. (Hernandez, et al. 2007)

Se postula que el mecanismo de accion de los aceites esenciales se manifiesta por
el rompimiento de la membrana a través de los compuestos lipofilicos. (Hernandez,
et al. 2007)

Los aceites esenciales tienen efecto inhibitorio sobre el desarrollo de
microorganismos. Naturalmente su actividad depende del tipo, composicion vy
concentraciéon del microbio. (Agapito y Sung , 2005)

2.1.1 Métodos de Extraccién

Los principales métodos utilizados para obtener aceites esenciales a partir de

plantas aromaticas son los siguientes:
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+ Destilacion con agua o hidroestilacion

» Destilacion por arrastre con vapor

» Cohobacion. Destilacion con agua y con vapor

» Destilacién previa maceracion

» Destilacién sometida a una degradacion térmica

+ Expresion

2.1.2 Destilacion por arrastre con vapor

La destilacion por arrastre con vapor es una técnica para la separacion de
sustancias insolubles en agua y ligeramente volatiles de otros productos no
volatiles, basado en que el mayor porcentaje de las partes olorosas que se

encuentran en una materia vegetal pueden ser arrastradas con el vapor de agua.

La destilaciéon por arrastres con vapor consiste en una vaporizacion a temperaturas
inferiores a las de ebullicion de cada uno de los componentes volatiles por efecto de
una corriente directa de vapor de agua, el cual ejerce doble funcion de calentar la
mezcla hasta su punto de ebullicién y disminuir la temperatura por adicionar la
tension de vapor que se inyecta a la de los componentes volatiles de los aceites
esenciales. Los vapores que salen del cuello de cisne se enfrian en un
condensador donde regresan a la fase liquida, los dos liquidos inmiscibles, agua y
aceite esencial finalmente se separan en un decantador. (Bandoni, 2000)

La destilacion por arrastre con vapor no ha podido ser sustituida por la extracciéon
con solventes organicos o con calentamiento directo por la gran cantidad de
ventajas que tiene en relacién a estos dos ultimos sistemas y que pueden resumirse
en:

- El vapor de agua es econdmico en comparacion al costo de los solventes
organicos.

- Asegura que no se recaliente el aceite esencial.

- No requiere el uso de equipos sofisticados.

2.2. Descripcién de Especies Vegetales

2.2.1. Guarmi poleo, Clinopodium spp.

Familia: Laminaceae

Sinénimos: Lepechinia schiedeana
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C. Descripcién Botanica:
Herbacea andina.
Habitat: sierra sobre los 2500 m s.n.m.

D. Composicién
Diterpenoides abietano en las partes aéreas.

Lepechinia schiedeana: contiene ledol.

E. Propiedades:
Antiespasmaédico y carminativo.

Figura 6. Caracteristicas botanicas Clinopodium sp.

2.2.2 Romero, Rosmarinus officinalis

Familia: Laminaceae

A. Descripcion Botanica

Arbusto lefioso, siempre verde, llega a los 1m 6 2m. La raiz primaria es
lefiosa y de ella parten las hojas, dentadas, opuestas, estrechas, de unos 3mm de
ancho por 15mm a 40mm de largo. Estas son
lanceoladas, con bordes torcidos hacia fuera,
cubiertas internamente por una pelusa, sin
peciolo, dispuestas en el tallo y formando una
especie de cruz, de color brillante por el haz y

opacas y suaves por el envés.

Los tallos son rigidos, con corteza fisurada; las
flores son de color azul palido, bilabiadas y
crecen en pequenos racimos en el encuentro de
las hojas con los tallos. (Manual Agropecuario,
2002)

Figura 7. Caracteristicas botanicas Rosmarinus officinalis
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B. Composicién
Alcanfor, de romero compuesto de pineno, camfeno, cifielo, borneol, acetato de
benzilo, limoneno, falandreno, mirceno.
Contiene alcaloides diterpénicos (isorosmaricina, metilrosmaricina, rosmaricin),

flaconas (rebitrina); taninos. (Agapito y Sung, 2005)

C. Propiedades
Antiespasmddico, astringente, emenagogo, estimulante, estomatico, ténico. La
accion estimulante del romero favorece la funcion del higado, la produccién de bilis,
y la digestion apropiada. También actua para aumentar la presion sanguinea y
mejorar la circulacién. Se lo ha utilizado también en jaquecas. Ayuda abrir el apetito

y mitiga el gas intestinal. (White, 1976)

2.2.3 Arrayan, Eugenia hallii

Familia: Myrtaceae

A. Descripcién Botanica
Planta arborescente, con altura entre
los 5 a 6 m y cobertura de 5m de
diametro. Tallo; erguido, lefoso,
ramificado desde la base. Hojas:
opuestas, sin estipulas, pecioladas,

limbo ovoide y coriaceo, 0.5 a 2.5 cm

de longitud y 0.3 a 1.5 cm de ancho.

Figura 8. Caracteristicas botanicas Eugenia hallii

Flores: solitarias, axilares, hermafroditas, blancas, actinomorfas y tetrameras;
estambres numerosos, libres, en varios verticilios, filamentos inflexos en el capullo,
anteras versatiles introsas; ovario infero con placenta axilar, 6vulos anatropos,
estilo simple y estigma capitado. Fruto: drupa, con escasas semillas y escaso

endosperma.

B. Composicién
De acuerdo a los estudios realizados, contiene los siguientes metabolitos:

flavonoides (quercetina, rutina y quercetin-3-metil éter), taninos, ftriterpenos y
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esteroides, aceites esenciales (1,8-cineol, mirtol), leucoantocianidinas y catequinas,
fenoles libres, resinas, principio amargo, vitamina C, acidos (citrico, tanico y

malico), hidrocarburos cafeinico y heterdsidos. (Agapito y Sung, 2005)

C. Propiedades
Util en el tratamiento de desarreglos pulmonares y para contrarrestar el sudor
nocturno de la tisis. Es un ténico y se dice que estimula las partes o funciones que
estén en decadencia.
Las hojas secas y molidas aplicadas a una herida ayudan a secarla. Utilizadas en el
bafio, sirven como ténico y para curar el reumatismo. Las hojas verdes pueden ser
masticadas por su sabor agridulce, para beneficiar las encias y blanquear los
dientes. (White, 1976)

2.2.4 Cedroén, Lippiacitriodora
Familia: Verbenacea

A. Descripcion Botanica
Planta perenne de 1-2 m de altura,
tallos erectos y hojas enteras,
lanceoladas, verticiladas en grupos
de 3-4 y muy aromaticas; flores
pequefias, numerosas, de color
violeta, perfumadas y reunidas en
largas espigas ramificadas. (White,
1976)

Figura 9. Caracteristicas botanicas Lippia citriodora
B. Composicién

Su aceite esencial contiene: cifielo, citral (20-39%), 1-limoneno (10-15%),

sesquiternos (40-45%), linalol (4-11%), lipiol, geranial.

Las flores y hojas contienen; acidos fenolitos, flavonoides, taninos, flacones vy

alcaloides. (Agapito y Sung, 2005)

C. Propiedades
Es un estimulante del apetito, mejora las digestiones lentas.

Para tratar el estrés. Es carminativo, antiespasmadico. (Agapito y Sung; 2005)

2.2.5 Ruda, Ruta graveolens L.
Familia: Rutaceas
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A. Descripcion botanica

Planta vivaz, provista de raiz lefiosa fasciculada; de tallo lefioso asi como las
ramas inferiores, siendo las superiores
cilindricas y herbaceas, llega a
alcanzar una altura de 70 cm. a 1 m.

Las hojas tienen consistencia algo
carnosa, son alternas, compuestas por
varios segmentos de los cuales los
laterales son alargados y el terminal
ovalado o} blanquecino.

Figura 10. Caracteristicas botanicas Ruta

graveolens
Las flores son pequefias y se agrupan en corimbos apicales, de color amarillo
verdoso; el fruto de la ruda es una capsula que contiene semillas reniformes de
color negro. (White A., 1976)

B. Composicién

Rutina, alcaloides, glucésidos, flavonoides, taninos. (Agapito y Sung; 2005)

C. Propiedades

Antiespasmaodico, estimulante, emenagogo, antihelmintico, estomatico. La ruda es
comunmente usada para ftratarlos dolores de la gota o reumatismo y para
problemas nerviosos del corazén. La infusion se dice es eficaz para eliminar
lombrices. También se ha dicho que sirve para calmar dolores de gas y cdlicos;
para mejorar el apetito y digestion ya para promover el principio de la menstruacion.
Mascando una-dos hojas de ruda ayuda a calmar dolores de cabeza nervioso y el
vértigo. (White A., 1976)

2.3 Actividad Biocontroladora de Aceites Esenciales

Los aceites esenciales de un numero importante de especies vegetales, entre los
que destacan los géneros Citrus, Thymus, Origanum, Salvia, Mentha, Rosmarinus,
Abies, Pinus, Lavandula o Eucaliptus) han sido evaluados por su capacidad fungi
téxica y algunos de los compuestos responsables de esta capacidad,

mayoritariamente componentes terpénicos, han sido identificados.
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Entre ellos subrayan el carvacrol, el p-anisaldehido, L-carvona, eugenol o la D-
limonina. (Palou, 2007)

El empleo de aceites esenciales ha resultado util en el control de pudriciones post
cosecha. Por ejemplo los aceites esenciales provenientes de orégano, tomillo, y
cilantro se han estudiado para controlar en tomate los hongos de post cosecha.
(Hernandez, et al. 2007)

El aceite de romero (Rosmarinus officinalis) puede significar una alternativa para el
control de Pseudomona siringae en cultivos de solanaceas, hortalizas y flores. El
aceite de romero (Rosmarinus officinalis) e hinojo (Foeniculum vulgare) han
demostrado una actividad biocontroladora moderada ante Alternaria sp (CIM = 6, 25
uL). Los aceites de pamba poleo (Mentha pulegium) y hierba luisa (Cymbopogon
citratus) han presentado mejor actividad antifingica de Botrytis cinerea (Ruilova,
2007).
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CAPITULO 1l

METODOLOGIA

3.1 Preparacion de material vegetal

Las especies vegetales seleccionadas fueron adquiridas en mercados locales
(guarmi poleo, ruda), y de podas a las ramas jovenes de arbustos de diferentes
sectores de la ciudad (romero, cedron, arrayan).

El material vegetal trabajado se lo obtuvo de las hojas y partes verdes de las
plantas. Se eliminoé hojas, tallos en mal estado. Para obtener el rendimiento de cada

especie se procedio a obtener el peso (Kg.) antes de la extraccion.

3.2 Obtencion de aceites esenciales

La extraccion de aceites esenciales se realizd en el equipo de destilacién de
arrastre de vapor perteneciente al Laboratorio de Biotecnologia de Productos
Naturales de la Universidad del Azuay. (Anexo 2)

El material fresco y pesado (1Kg. aprox.) fue sometido al proceso de extraccion.

El equipo cuenta con un sistema de reflujo para condensar el aceite esencial. Los
productos de la destilacion se separan por la densidad en una columna de vidrio. La
extraccion del aceite inicia cuando el sistema alcanza el punto de ebullicion (92°C a
2500 msnm). El volumen total se obtiene entre 40 — 50 minutos iniciada la
extraccion. El aceite esencial obtenido se recolecté en frascos ambar para evitar la

degradacion por la luz solar. (Anexo 2)

3.3 Aislamiento del patégeno Colletotrichum spp.

A. Aislamiento a partir de muestras vegetales

1. Se recolecté muestras de frutos con sintomas visibles de antracnosis.

2. Las muestras obtenidas se trataron con una solucién de hipoclorito de sodio
al 10% por un minuto, y fueron lavadas con agua destilada para eliminar
residuos de solucion.

Se tomo porciones de tejido enfermo y sano (2 cm) que se colocaron en

cajas petri en el medio de cultivo (YMG, PDA). (Anexo 1).
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3. Las cajas se sellaron con parafim e incubaron en la estufa a una
temperatura de 24-26° C., manteniendo una humedad de 50-60% por un
periodo de 2 a 5 dias.

Se eliminaron las colonias de color verde con textura terrosa, tipica de
Penicillium, y las de color negro y textura terrosa, que corresponde a
Aspergillus. (Anexo 3)

B. Purificacién de Colletotrichum sp

1. Se selecciond las colonias promisorias, y cada una de ellas se repicd a
cajas petri con medio de cultivo.

2. Este proceso se repitio hasta obtener cultivos puros. La comprobacion de la
obtencion de aislados puros, se realizé por aplicacion de los postulados de
Koch, y observacion al microscopio, y comparacion de estructuras

reproductivas con referencias bibliograficas (Barnett, 1972) (Anexo 4 )

C. Mantenimiento de cultivos puros

La cepa del hongo aislada se mantuvo en cajas petri que se transfirié a
cajas frescas mediante asa flameada y se los incubd a una temperatura de
24-26° C., hasta observar un crecimiento miceliar. Las cajas se repicaron

cada tres semanas.

D. Extraccion de Esporas

1. En las placas que presentaron un buen nivel de crecimiento del
patdgeno aislado, se adicion6 5 ml agua destilada estéril y se
procedioé a remover el micelio con un asa flameada.

2. De esta suspension se tomé 1 ml y se trasvasé a los tubos
eppendorf evitando contaminaciones.

3. Las suspensiones de esporas obtenidas se llevaron a congelacion.
Aquellos que no se congelaron fueron descartados por considerarse

esporas no viables.
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E. Conteo de Esporas

1. Se selecciond las placas con mejor crecimiento miceliar

2. Con una pipeta automatica se colocd 5 ml de agua destilada estéril en
la caja de cultivo.

3. Con un asa flameada se realizé un raspado del micelio.

4. Esta solucion se la pasé por gasa y el liquido obtenido se lo recolecté
en tubos eppendorf de 1ml.

5. El conteo de esporas/ml se lo hizo en la camara de Newbawer.
Donde, en las rejillas de la camara se colocd 20uL de la solucién de
esporas. Se observé al microscopio usando un objetivo de 40x. Se
escogiod la cuadricula central, y los cuatro cubiculos laterales, se
procedié a un conteo de las esporas visibles en la cuadricula, se obtuvo
el medio y se multiplica por un factor de 4x10° para estimar el promedio

de esporas.

F. ldentificacion del Patbgeno

Se selecciond la colonia con las mejores caracteristicas de crecimiento,
que mostraron alta pureza.

La cepa se llevo al Laboratorio de Biotecnologia del INIAP, Estacion
Experimental Chuquipata; para su identificacion.

La cepa fue enviada a un centro de referencia, donde sera identificada a
nivel de género y especie, en funcion de claves morfolégicas y estudios
moleculares. Con estos datos se asegura la correcta identificacion del

patogeno.

3.4 Bioensayos in Vitro

A. Bioensayos con Aceites Esenciales

Para evaluar el efecto antifingico de los aceites esenciales de las diferentes

especies se empleo placas ELISA, donde:

1.

Se prepard una solucién 1:1 de 50 yL medio y 50 pL aceite y

homogenizamos.

2. En la primera columna de las placas se colocé 100 pL de la solucion.
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3. En el control de crecimiento microorganismo (columna 12) se colocé 50
uL de medio y en el control de medio 100 yL de medio o esterilidad
(columna 11).

4. Se tomo6 50 uL de la mezcla aceite- medio, colocados en la primera
columna y con una pipeta multicanal se realizé una dilucion seriada hasta la
columna correspondiente al control de medio.

5. Se preparé una dilucion de esporas 1:10, colocando 9 ml de agua
destilada estéril y 1 ml de esporas y homogenizamos.

6. Se colocd 50 pL de esta solucidn en los pocillos a excepcion del control
de medio y se los llevo a la estufa de 48 — 72 horas, luego de este tiempo se
evaluo visualmente la inhibicién de crecimiento del patégeno comparando

con la columna de crecimiento.

A 100 | 50 | 25 | 12,5 | 6.25 | 3.10 | 1.56 | 0.78 | 0.39 | 0.20
(Arrayan) | pL | gL | pL | pL uL pL uL pL uL pL
B

(Romero)
C

(Guarmi

poleo)
D
(Cedrén)
E
(Ruda)
F
(Hierba
luisa)
G
H

OId3N 3d T0HLNOD

OLN3INIOTYD 3A T0HLNOD

Esquema 1. Esquema de distribucidén de bioensayo aceites esenciales
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B. Bioensayos desarrollados con mezcla de aceites

100% A
(1/0/0)

(1121 %1 0) . 11210/ 1/2)

D

(T (T
>—@
100% B (0/1/0) O/ 11/2) (0/0/1) 100% C

Esquema 2. Esquema de disefio de mezcla de aceites esenciales

En un disefio la suma de todos los componentes es el 100%. Los factores de
mezcla son expresados como fracciones de la cantidad total. Los rangos
experimentales se hallan entre cero y uno, es decir, que no puede ser cambiado
total e independientemente uno de otro. En dependencia del tipo de preparaciéon es
posible considerarlo como un componente. Los disefios mas comunes de mezclas
son: simplex lattice, simplex-centroide y simplex aumentado.

El disefio simplex lattice consiste en un grupo de ensayos experimentales
espaciados uniformemente en un triangulo. Este grupo de experimentos se obtiene
de la combinacién de m + 1 fracciones de componentes (donde m es el niumero de
niveles); esto es, xi= 0, 1/m, 2/m,..... ; donde i= 1, 2,3... para m=1 el simplex lattice
se emplea en modelos lineales para la observacion de las caracteristicas de los
componentes puros que corresponden a los vértices de un ftriangulo. Si se
consideran tres parametros del modelo, este disefio no es capaz de estimar el error
experimental o probar la validez del ajuste. Estas limitaciones pueden ser resueltas
usando un modelo simplex-centroide que adiciona un punto central de coordenadas
(1/3, 1/3, 1/3).

El disefio simplex lattice para modelos cuadraticos (m=2) incluye mezclas binarias
cuyas coordenadas corresponden a los puntos medios en las lineas que conectan
los vértices para estimar efectos no lineales. Un estudio mas completo puede
realizarse aumentando el modelo simplex centroide con puntos adicionales

conocidos axiales.
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Estos puntos incluyen los tres componentes y estan localizadas a una distancia d=

2/3 desde el centroide en el radio que lo conecta con estos vértices.

Xp Simplex-Lattice Simplex-Centroide Simplex Aumentado
X1 X2 X3 X1 X2 X3 X1 X2 X3

1 1 0 0 1 0 0 1 0 0

2 0 1 0 1 0 1 0

3 0 0 1 0 1 0 1

4 V2 V2 0 VZ V2 0 V2 Va 0

5 V2 0 Y2 Ya 0 V2 V2 0 VZ:

6 0 VZi VZ: 0 V2 V2 0 Va V2

7 - - - 1/3 1/3 1/3 1/3 1/3 1/3
8 - - - - - - 1/6 1/6 2/3
9 - - - - - - 1/6 2/3 1/6
10 - - - - - - 2/3 1/6 1/6

Esquema 3. Disefio cuadraticos de tres componentes

El protocolo para los bioensayos con las mezclas fue el siguiente:

1. Se prepard una solucion 1:1 de 50 yL medioy 50 pyL mezcla - aceite y se
la homogenizo.

2. Para cada mezcla se tomé 1 columna. Se realizé tres repeticiones por
cada mezcla.

3. En el control de crecimiento (columna12) se colocé 50 uL de medio y en
el control de medio 100 yL de medio (columna 11).

4. Se tomd 1uL de la mezcla que se coloco en cada pocillo, de las filas de la
placa.

5. Se prepard una dilucion de esporas 1:10. Se colocé 9 ml de agua
destilada estéril y 1 ml de esporas y se homogenizé.

6. Se colocod 100 pL de esta solucidn en los pocillos a excepcién del control
de medio y se llevo a la estufa de 48 — 72 horas, con revision cada 24 horas

para observar inhibicién de crecimiento.
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Esquema 4. Esquema de distribucién para bioensayo de mezcla de aceites

3.5 Ensayo en invernadero y campo

Segun los resultados obtenidos en los bioensayos, se establecieron los ensayos en
invernadero. Para la aplicacion de los productos se partié del volumen de aceite
empleado para el bioensayo, y la dosis comercial de los productos quimicos.

Para la aplicacion de los aceites estos se diluyeron en un dispersante, Sodio
Dodecil Sulfato (SDS) al 2%. Previamente se efectué una prueba de fitotoxicidad

en las plantas, los resultados obtenidos determinaron la inocuidad del producto.

3.5.1 Ensayos Invernadero

Para llevar a cabo este ensayo, se emplearon plantas de fréjol, también
susceptibles a Colletotrichum spp. Se escogid esta especie por sus facilidades de
manejo y tiempo de desarrollo de plantas. Dentro del invernadero se proporcioné
mayor humedad al ambiente colocando contenedores con agua para facilitar la
manifestaciéon de sintomas de la enfermedad. (Anexo 6)
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Se realizaron dos tipos de ensayos:

1.

2.

Preventivo: En plantas de fréjol de 30 dias a la siembra, cultivadas en
macetas de 2 litros de capacidad, se aplicaron los diferentes productos a ser
evaluados (tratamientos) y 24 horas posteriormente se realizé la aspersion
del inoculante de Colletotrichum spp. Se evalué la eficiencia de los
diferentes tratamientos cada 48 horas por 21 dias; que inici6é 48 horas luego

de la inoculacién. (Anexo 6)

Control: En plantas de fréjol cultivadas en macetas de 2litros de capacidad,
de 30 dias a la siembra, se aplicd el inoculante del hongo Colletotrichum
spp. Ocho (8) dias posteriores a la inoculacion, se inicié la aplicacion de los
diferentes productos a ser evaluados. La evaluacion de la eficiencia de los
diferentes tratamientos se realizé cada 48 horas, la misma que se inici6 a

las 48 horas luego de la primera aplicacion de los diferentes productos.

Para evaluar la eficiencia de los aceites en invernadero se emple6 un disefio de

bloques completos al azar con tres repeticiones, el numero de unidades

experimentales por tratamiento fueron cuatro en invernadero. (Anexo 6)

Los tratamientos establecidos se presentan en el siguiente cuadro:
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Tratamiento | Componentes Formulacién Dosis
1 Romero 4 mL de aceite en 250 mL de | 16 mL/L
dispersante
2 Ruda 4 mL de aceite en 250 mL de | 16 mL/L
dispersante
3 Arrayan 4 mL de aceite en 250 mL de | 16 mL/L
dispersante
4 Guarmi poleo 4 mL de aceite en 250 mL de | 16 mL/L
dispersante
5 Cedron 4 mL de aceite en 250 mL de | 16 mL/L
dispersante
6 mezcla bioactiva 5: 50% | 2 mL de aceite de arrayany 2 mL de | 16 mL/L
arrayan, 50% guarmi poleo | aceite de guarmi poleo en 250 mL de
dispersante
7 mezcla bioactiva 9: 16.67% | 0.66 mL aceite arrayan, 0.66 mL | 16 mL/L
arrayan, 16.67%ruda, | aceite ruda, 2.66 mL aceite guarmi
66.66%guarmi poleo poleo en 250 mL de dispersante
8 mezcla bioactiva 10: | 0.66 mL aceite arrayan, 0.66 mL | 16 mL/L
16.67% arrayan, | aceite ruda, 0.66 mL aceite guarmi
16.67%ruda, 16.66%guarmi | poleo en 250 mL de dispersante
poleo
9 Oxithane: fungicida 6rgano | Mancozeb 500g Oxicloruro de cobre | 2.5g/L
cuprico de contacto 190g Complejo férrico 50g/ Kg
10 Excellent: fungicida, | Hidroximetal Alquil-Dimetii N 160 | 0.8-1
bactericida de contacto de | i.a.g/l cc/L
accion sistémica
11 Daconil: fungicida organico | Clorotalonil 1 cc/L
de contacto
12 Testigo Agua destilada

Cuadro 1. Tratamientos empleados en el ensayo de invernadero. Dispersante: Sodio
Dodecil Sulfato (SDS) al 2%




Bustamante Gavilanes 29

Los datos obtenidos se tabularon por separado; los tratamientos de control y
preventivo, las evaluaciones se realizaron durante veinte y uno dias cada cuarenta
y ocho horas.

Para determinar los tratamientos efectivos en este ensayo se realizo el analisis de
varianza correspondiente para cada grupo de datos reportados por dia. La prueba
de significacion aplicada fue la de rangos multiples o Duncan. (Anexo 7)

Las graficas estadisticas (Anexo 8) se realizaron de cada variable analizada

evaluada durante el ensayo.

3.5.2 Ensayo de campo

Para el ensayo en campo, los tratamientos a aplicar seleccionados fueron aquellos
que mostraron un buen control en bioensayos (aceites y mezclas) y en invernadero.
Los mismos que fueron: aceite de guarmi poleo, mezcla bioactiva 9 (16,67%
arrayan, 16,67% ruda, 66,66% poleo). Para comprobar su eficiencia se compararon

con los productos quimicos usados en el ensayo anterior.

El huerto seleccionado para aplicacion de los productos se define por las siguientes
caracteristicas:

Ubicacion: Parroquia Bullcay, Canton Gualaceo. A 20 km de Cuenca

Condiciones Edafoclimaticas: temperatura oscilante entre 18-25°C, humedad
relativa 35-80% en periodos lluviosos. Suelo areno-arcilloso, de rapida absorcion de
agua.

Caracteristicas del huerto: huerto experimental, con diversas plantaciones (mora,
papaya, tomate). (Anexo 9)

En la plantacion encontramos tres ecotipos: puntén amarillo, redondo rojo,

neozelandés. (Anexo 9)
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El proceso de seleccidon de las plantas fue aleatorio. Los tratamientos (6) y las

repeticiones (3), el nimero de unidades experimentales por tratamiento fueron dos.

Puntén amarillo Amarillo redondo Neozelandés
R3 R2 R1

<= N~ | N

“ T4R3P1 < T6R2P1 “ T5R1P1
T4R3P2 T6R2P2 T5R1P2
< T1R3P1 < T1R2P1 < T2R1P1
T1R3P2 T1R2P2 T2R1P2
« T6R3P1 < T3R2P1 % T4R1P1
T6R3P2 T3R2P2 T4R1P2
< T2R3P1 « T5R2P1 < T3R1P1
T2R3P2 T5R2P2 T3R1P2
< T3R3P1 % T2R2P1 < T1R1P1
T3R3P2 T2R2P2 T1R1P2

% T5R3P1
T5R3P2

< T4R2P1
T4R2P2

< T6R1P1
T6R1P2

Esquema 5. Esquema de distribucién ecotipos ensayo campo
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Los tratamientos se establecieron de la siguiente manera:

Tratamiento | Componentes Formulacion Dosis
1 Guarmi poleo 48 mL de aceite en 3 L de| 1.6
dispersante mL/L

2 mezcla bioactiva 9: 16.67% | 0.8 mL aceite arrayan, 0.8 mL aceite | 1.6
arrayan, 16.67%ruda, | ruda, 3.2 mL aceite guarmi poleo en | mL/L
66.66% guarmi poleo 3 L de dispersante

3 Oxithane: fungicida érgano | Mancozeb 500g Oxicloruro de cobre | 2.5g/L
cuprico de contacto 190g Complejo férrico 50g/ Kg

4 Excellent: fungicida, | Hidroximetal Alquil-Dimetii N 160 | 0.8-1
bactericida de contacto de | i.a.g/l cc/L
accion sistémica

5 Daconil: fungicida organico | Clorotalonil 1 cc/lL
de contacto

6 Testigo

Cuadro 2. Tratamientos empleados en el ensayo de campo. Dispersante: Sodio Dodecil
Sulfato (SDS) al 2%

El ensayo fue desarrollado con el Disefio experimental de Bloques completos al
azar. La comparacion de la eficiencia de los aceites esenciales se realizd con una

rotacion de fungicidas quimicos.

Las variables que se evaluaron fueron: numero de frutos sanos, frutos enfermos de
un total de frutos sanos presentes; este analisis se realizé antes y después de cada
aplicacion. Para mayor efectividad de control se consider6 el nimero de frutos en
una rama escogida al azar.

Las aplicaciones de los productos se realizaron cada 15 dias, empleando un

volumen total para cada aplicacién de 3 L., 0.5 L/planta
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3.6 Analisis Econdmico

Para el analisis econdmico tanto de los aceites como de los productos quimicos se

empleo la siguiente formula:

Relacion Beneficio / Costo

Relacion B/C = Suma de todos los beneficios

Suma de todos los costos

Especie costo unidad volumen Ha costo Ha
(mL)
Arrayan 0,42 2222 mL 933.24
Ruda 1 1844.26 mL 1844.26
Guarmi Poleo 4.8 4629.16 mL 22219.96
Oxithane 0,33 1,5kg 333
Excellent 0,83 15L 833
Daconil 1 3.3L 900

Cuadro 3. Costos de obtencion y aplicacion en aceites esenciales por Ha
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Concentracion de inéculo

La metodologia empleada para el conteo de esporas nos dio como resultado que la
concentracion éptima de esporas para Colletotrichum spp. fue de 3,510°
esporas/ml.

4.2 Rendimiento de extraccion de aceites esenciales
Los rendimientos de extraccion de aceites esenciales varian segun la especie, la
época de recoleccion del material vegetal y el estado fisiolégico de las plantas.

En el cuadro 4, se reporta el rendimiento para cada especie.

Especie Peso material Volumen fetceite Rendimiento

vegetal esencial (mL /kg)

Romero 1kg 16 ml 16mL/Kg

Ruda 1kg 1.5ml 1.5mL/Kg

Arrayan 1kg 3.1 ml 3.1mL/Kg

Poleo 1kg 1.5ml 1.5mL/Kg
Cedron 1kg 2ml 2mL/Kg
Hierba luisa 1kg 7ml 7 ml/Kg

Cuadro 4. Rendimiento de aceites esenciales (mL/Kg)

4.3 Bioensayos con aceites esenciales

Los bioensayos fueron desarrollados mediante pruebas in Vitro. Las muestras de
ensayo fueron preparadas con los aceites en estudio, segun el procedimiento de
dilucion presentado en el Esquema 1. En base a los resultados del bioensayo se
determinaron las dosis minimas de aceites que demostraron actividad
biocontroladora frente a Colletotrichum. Los resultados se reportan en el siguiente

cuadro




Bustamante Gavilanes 34

Especie Dosis
Arrayan 25 uL
Romero 50 uL
Guarmi poleo 25uL
Cedroén 50 uL
Ruda 25

Cuadro 5. Dosis de aceites esenciales efectivos en bioensayo

El aceite de hierba luisa no mostré inhibicion del patégeno, siendo descartado para

la realizacion del estudio. (Anexo 5)

En el segundo bioensayos se procedio a la formulacion de las mezclas de aceites
esenciales; los componentes seleccionados fueron los aceites de las tres especies
que demostraron inhibicién de crecimiento del patégeno con 50uL y 25uL: arrayan,
guarmi poleo, ruda. Las mezclas de prueba fueron formuladas en las proporciones

de un disefio Simplex aumentado (ver Materiales y Métodos).

Mezcla bioactiva 1: 100% arrayan, 0% ruda, 0% guarmi poleo

Mezcla bioactiva 2: 0% arrayan, 100% ruda, 0% guarmi poleo

Mezcla bioactiva 3: 0% arrayan, 0% ruda, 100% guarmi poleo

Mezcla bioactiva 4: 0% arrayan, 50% ruda, 50% guarmi poleo

Mezcla bioactiva 5: 50% arrayan, 0% ruda, 50% guarmi poleo

Mezcla bioactiva 6: 50% arrayan, 50% ruda, 0% guarmi poleo

Mezcla bioactiva 7: 66.67% arrayan, 16.67% ruda, 16.67% guarmi poleo
Mezcla bioactiva 8: 16.67% arrayan, 66.67% ruda, 16.66% guarmi poleo
Mezcla bioactiva 9: 16.67% arrayan, 16.67% ruda, 66.66% guarmi poleo
Mezcla bioactiva 10: 16.66% arrayan, 16.67% ruda, 16.67% guarmi poleo

De las diez mezclas formuladas, mostraron efectividad ante el patdégeno en el

control del patdégeno, en las tres repeticiones a las 24 horas y 48 horas fueron:
Mezcla bioactiva 5: 50% arrayan, 0% ruda, 50% guarmi poleo
Mezcla bioactiva 9: 16.67% arrayan, 16.67% ruda, 66.66% guarmi poleo

Mezcla bioactiva 10: 16.66% arrayan, 16.67% ruda, 16.67% guarmi poleo

(Anexo 5)
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4.4 Pruebas de campo

4.4.1 Ensayo en Invernadero

Como se sefiald en la metodologia del ensayo se establecieron dos grupos de
tratamientos: uno de control y otro preventivo. En los cuales los mejores
tratamientos se determinaron por presentar una menor incidencia en el ataque del
patdgeno luego de la inoculacion.

En los siguientes cuadros se reportan los resultados obtenidos para el Analisis de
Varianza y las pruebas de significacion realizadas (Anexo 7). Esta variable permitid

establecer las diferencias entre tratamientos y la eficiencia de los mismos.

Tratamiento control

Andlisis de Varianza para Numero de pustulas por hoja dia 4

F.V. gl S.C. C.M. Fe F. 0,05 F; 0,001
Tratamientos 11 1,507 0.137 1.512 2.64 3.92V
Repeticion 36 3.262 0.091
Total 47 4.770
Error

Cuadro 6. ADEVA Tratamiento control Numero de pustulas por hoja (dia 4)
N.S. No existen diferencias significativas entre tratamientos

Tratamiento T4 (aceite de poleo) demuestra ser el mas eficiente a partir del dia 14
posterior a la uUnica aplicacion. Los demas tratamientos demuestran una actividad
similar.

Esta tendencia se mantiene para los datos del dia 16, 18 y 20. Estos resultados
confirman la eficiencia del tratamiento 4, y los restantes tratamientos se reagrupan
en dos niveles de eficiencia que podrian discriminarse en funciéon de costos en el
caso de los aceites y mezclas y de posibilidades de rotacion en el caso de

fitofarmacos.

Andlisis de Varianza para Numero de hojas atacadas por planta (dia 14)

F.V. gl S.C. C.M. Fe F. 0,05 F. 0,001
Tratamientos 11 1.287 0.117 1.503 2.64 3.92N%
Repeticion 36 4.003 0.111
Total 47 5.290
Error

Cuadro 7. ADEVA Tratamiento control Numero de hojas atacadas por planta (dia 4).
N.S. No existen diferencias significativas entre tratamientos
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Para la variable numero de hojas atacadas se reportan los resultados obtenidos de
los datos del dia 2 y dia 14.

Los resultados para el dia 14 sefialan al tratamiento 4 (aceite de poleo) como el
mas eficiente, observandose que los restantes tratamientos mantienen un
comportamientos similar sin diferenciarse del testigo.

En base a estos resultados podemos sefialar que el tratamiento 4, es eficiente para
controlar los sintomas iniciales de la enfermedad (nimero de pustulas y numero de

hojas atacadas).

Andlisis de Varianza para Numero de plantas sanas (dia 6)

F.V. gl S.C. C.M. F. F. 0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 4.877 0.443 3.131* 2.64 3.92
Repeticion 36 5.098 0.142
Total 47
Error

Cuadro 8. ADEVA Tratamiento control numero de plantas sanas (dia 6)
* Existen diferencias significativas entre tratamientos

En esta variable nos ha permitido determinar con claridad cuales han sido los
tratamientos mas efectivos en este ensayo por la mayor variabilidad de sus datos
como se observa en los cuadros.

Se puede observar como se esperaba que el tratamiento testigo (12) presentara el
menor numero de plantas sanas. Los tratamientos efectivos no presentan

variaciones a partir del dia 14.

DIA 6
T4=2.625A
T10=2.625A
T9=2.550A
T6=2.375AB
T8=2.300AB
T7=2.300AB
T1=2.275AB
T5=2.200AB
T11=2.200AB
T3=1.925BC
T2=1.850BC
T12=1.500C

En la prueba de significacion para la variable nimero de plantas sanas en el dia 6
nos demuestra que de acuerdo a los rangos establecidos, los agrupados con la
letra A, son los tratamientos mas eficientes para detener el avance de la
enfermedad, los sefialados con AB mantienen similitud en su control; en tanto que

los que llevan ABC, C son los menos eficientes para controlar la enfermedad.
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DIA 14
T4=2.775A
T10=2.700AB
T1=2.550ABC
T9=2.475 ABC
T11=2.450 ABC
T6=2.450 ABC
T7=2.375 ABC
T8=2.300 ABC
T5=2.200 BC
T3=2.200BC
T2=2.025C
T12=1.250D

Esta tendencia se mantiene hasta el dia 20 de la evaluaciéon de los tratamientos.
Determinando que el Tratamiento 4 (aceite de guarmi poleo) ha sido efectivo en

controlar los sintomas de la antracnosis durante el ensayo.

Analisis de Varianza para Numero de plantas sanas (dia 20)

F.V. gl S.C. C.M. F. F. 0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 4.622 0.420 4.119 2.64 3.92**
Repeticion 36 3.672 0.102
Total 47 8.295
Error

Cuadro 9. ADEVA Tratamiento control numero de plantas sanas (dia 20)
** Existen diferencias altamente significativas entre tratamientos

Tratamiento Preventivo

Analisis de Varianza para Numero de pustulas por hoja (dia 6)

F.V. gl S.C. C.M. F. F; 0,05 F; 0,001
Tratamientos 11 1.424 0.129 1.381 2.64 3.92M*
Repeticion 36 3.375 0.094
Total 47 4.799
Error

Cuadro 10. ADEVA Tratamiento preventivo numero de pustulas por hoja (dia 6)
N.S. No existen diferencias significativas entre tratamientos.

Para esta variable, los resultados obtenidos en el ADEVA no demuestran
diferencias significativas entre tratamientos. Se puede sefalar que los tratamientos
tienen un comportamiento similar durante todo el ensayo. El tratamiento 4 mantiene

la tendencia de presentar en las plantas tratadas el menor nimero de pustulas.
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Analisis de Varianza para Numero de hojas atacadas por planta (dia 4)

F.v. gl S.C. C.M. F. F. 0,05 F. 0,001
Tratamientos 11 0.670 0.061 0.775 2.64 3.92N%
Repeticion 36 2.830 0.079
Total 47 3.500
Error

Cuadro 11. ADEVA Tratamiento preventivo niumero de pustulas por hoja (dia 4)
N.S. No existen diferencias significativas entre tratamientos.

Para el analisis de varianza en la variable numero de hojas atacadas no se
presenta una diferencia significativa entre tratamientos y la efectividad de los
tratamientos biocontroladores 4, 1, 7 (Cuadro 2) mantienen en la evaluacion el
menor numero de hojas atacadas con una marcada diferencia de los demas

tratamientos.

Andlisis de Varianza para Numero de plantas sanas (dia 4)

F.V. gl S.C. C.M. F. F. 0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 4.306 0.391 4.594 2.64 3.92**
Repeticion 36 3.068 0.085
Total 47 7.373
Error

Cuadro 12. ADEVA Tratamiento preventivo numero de plantas sanas (dia 4)
** Existen diferencias altamente significativas entre tratamientos

Andlisis de Varianza para Numero de plantas sanas (dia 14)

F.V. gl S.C. C.M. Fe F. 0,05 F. 0,001
Tratamientos 11 6.903 0.628 5.443 2.64 3.92**
Repeticion 36 4.150 0.115
Total 47 11.053
Error

Cuadro 13. ADEVA Tratamiento preventivo numero de plantas sanas (dia 14)
** Existen diferencias altamente significativas entre tratamientos

De acuerdo al analisis para la variable nimero de plantas sanas, a partir del dia 14
se puede observar claramente la efectividad de los productos aplicados. De los
tratamientos biocontroladores, el aceite de poleo (T4) demuestra similar control que
los fitofarmacos 10 y 11 evidenciando que las plantas no vuelven a ser atacadas

por el patégeno.
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Andlisis de Varianza para Numero de plantas sanas (dia 20)

F.V. gl S.C. C.M. Fe F. 0,05 F. 0,001
Tratamientos 11 4.622 0.420 4.119 2.64 3.92*
Repeticion 36 3.672 0.102
Total 47 8.295
Error

Cuadro 14. ADEVA Tratamiento preventivo nimero de plantas sanas (dia 20)
** Existen diferencias altamente significativas entre tratamientos

DIA 14
T4=2.775A
T10=2.700AB
T1=2.550ABC
T9=2.475ABC
T11=2.450ABC
T6=2.450ABC
T7=2.375ABC
T8=2.300ABC
T5=2.200BC
T3=2.200BC
T2=2.025C
T12=1.250D

DIA 20
T4=2.775A
T10=2.775A
T11=2.550A
T6=2.550A
T1=2.525A
T3=2.475A
T9=2.475A
T7=2.475A
T8=2.450A
T2=2.375A
T5=2.350A
T12=1.500B

Estos resultados obtenidos se resumen en el cuadro siguiente:
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Tratamiento Variables Productos eficientes
Nro. pustulas Guarmi poleo, mezcla
bioactiva 9, Daconil,
excellent
Nro. Hojas atacadas por | Guarmi poleo; mezcla
planta bioactiva 10; daconil,
Control excellent
Nro. Plantas sanas Guarmi poleo; mezcla
bioactiva 10, daconil,
excellent
Nro. pustulas Guarmi poleo, mezcla
bioactiva 5, mezcla bioactiva
9, mezcla bioactiva 10,
Preventivo oxithane, daconil

Nro. Hojas atacadas por

planta

romero, guarmi poleo,

mezcla bioactiva 9, daconil

Nro. Plantas sanas

Guarmi poleo, mezcla

bioactiva 9, daconil

Cuadro 15. Productos efectivos en el ensayo en invernadero.

(Composiciéon de las mezclas de aceites esenciales: mezcla e = 50% arrayan, 0% ruda,

50% guarmi poleo; mezcla bioactiva 9 = 16.67% arrayan, 16.67% ruda, 66.66% guarmi

poleo; mezcla bioactiva 10= 16.66% arrayan, 16.67% ruda, 16.67% guarmi poleo)
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4.4.2 Resultados ensayo de campo
El ensayo de campo se realizé en la parcela de valoracién de ecotipos de tomate de
la EE.del Austro (INIAP): las variables evaluadas fueron: nimero de frutos sanos y

numero de frutos enfermos.

Analisis de Varianza para variable frutos sanos 1° aplicacién

F.V. gl S.C. C.M. F. F.0,05 F, 0,001
Tratamientos 5 0.167 0.033 0.887 3.11 5.06"
Repeticion 12 0.453 0.038
Total 17 0.620
Error

Cuadro 17. ADEVA numero de frutos sanos, primera aplicacion
N.S. No existen diferencias significativas entre tratamientos.

Analisis de Varianza para variable frutos sanos 2° aplicacion

F.V. gl S.C. C.M. Fe F.0,05 F. 0,001
Tratamientos 5 0.239 0.048 0.923 3.11 5.06"%
Repeticiéon 12 0.621 0.052
Total 17 0.860
Error

Cuadro 16. ADEVA numero de frutos sanos, segunda aplicacion
N.S. No existen diferencias significativas entre tratamientos.

Analisis de Varianza para variable frutos sanos 3° aplicacion

F.V. gl S.C. C.M. F. F.0,05 F, 0,001
Tratamientos 5 0.055 0.011 0.960 3.11 5.06"
Repeticion 12 0.138 0.012
Total 17 0.194
Error

Cuadro 18. ADEVA numero de frutos sanos, tercera aplicacion
N.S. No existen diferencias significativas entre tratamientos.

Cabe mencionar que las plantas presentaban distintos grados de ataque del
patdgeno. Los resultados obtenidos en el analisis de varianza determinaron que no
existen diferencias significativas entre los biocontroladores y los fitofarmacos
utilizados en este ensayo. La variable evaluada (frutos sanos) nos permitio
establecer diferencias entre los ecotipos , resultados que se atribuyen a la
presencia de ciertos niveles de resistencia natural de los ecotipos al patégeno.

En términos generales podemos sefialar que los tratamientos cumplieron con el
objetivo de controlar el ataque del patégeno mediante mecanismos de disminucion

del avance del area atacada hasta inhibicion de su presencia en los nuevos frutos.
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En base a los resultados sefialamos que los tratamientos 1 (aceite de guarmi
poleo), 2 (mezcla bioactiva 9: 16.67% arrayan, 16.67% ruda, 66.66% guarmi poleo)
demuestran el mismo grado de control que los productos quimicos. Esta efectividad

se puede observar en graficas estadisticas realizadas. (Anexo 10)

4.4.3 Andlisis econémico

) costo Rendimiento Beneficio Beneficio
Tratamiento )
Ha Ajustado*kg Bruto**$ Neto$/ Ha ***
Ruda 933.24 179982 44995,5 44062,26
Arrayan 1844.26 179982 449955 43151,24
Guarmi

22219.96 179982 44995,5 22775 54

Poleo ’
Oxithane 333 179982 449955 44662,5
Excellent 833 179982 44995,5 44162,5
Daconil 900 179982 44995,5 44095,5

Cuadro 19. Analisis econémico por producto empleado

* Rendimiento ajustado: rendimiento promedio (60 frutos sanos por planta * 1333.33
plantas por Ha) -10%= 324
** Beneficio bruto: rendimiento ajustado 179982 x precio mercado 0,25= 44995,5

*** Beneficio neto: beneficio bruto - costo

Para el analisis econdmico se consideré un promedio de produccién de 54 frutos
sanos/planta, el valor del fruto en el mercado se estimé en 0.25 centavos.

Con estos datos se obtuvieron los resultados (cuadro 9) en la que se puede
observar que los tratamientos en términos de beneficio igualan los costos de los
productos quimicos, cabe destacar que esta tabla no se valora el valor agregado de
obtener un producto organico, el mismo que deberia tener un mayor precio en el

mercado.

En base a los resultados obtenidos podemos senalar que: en el ensayo in Vitro se
evalué aceites esenciales que en estudios anteriores mostraron resultados
relevantes. Se considerd para el primer bioensayo las especies de: menta, romero,
cedron, hierba luisa y las especies arrayan, ruda y poleo como alternativas para el
control de Colletotrichum, puesto que esta fue la primera evaluacién de estos

aceites frente al patégeno.
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Para poder determinar mayor efectividad de los aceites esenciales se plantedé como
alternativa el sinergismo entre plantas medicinales. El material vegetal seleccionado
para este bioensayo se obtuvo de los resultados del primer bioensayo. Los aceites
de: Arrayan, guarmi poleo, ruda inhibieron crecimiento miceliar del patégeno a 50 y

25 L, es decir a 50 y 75% de su concentracion.

Los resultados de los ensayos inVitro mas relevantes fueron escogidos para ser
evaluados en invernadero y comparados con productos quimicos como se reporta
en el cuadro 5.

Con los datos reportados podemos sefalar que el tratamiento cuatro (aceite
esencial de guarmi poleo) y el tratamiento siete (mezcla bioactiva 9: 16.67% arrayan,
16.67% ruda, 66.66% guarmi poleo) demuestran aptitud para usarlos como
productos de control preventivo y curativo, dependiendo de la época de aplicacion

y presencia del patdgeno en las plantas hospederas.

Para el ensayo de campo la solucion empleada como dispersante (SDS 2%)

demostré no tener efectos fitotdxicos sobre las plantas de tomate.

El ensayo de campo se realizé en una plantacion experimental formada por 3

ecotipos: tomate puntén amarillo, amarillo redondo y neozelandés.

Las plantas presentaban sintomas evidentes del ataque del patdégeno
Colletotrichum, debido a las condiciones climaticas altamente favorables para su
desarrollo. En términos generales las plantas del ecotipo puntéon amarillo tuvieron
un grado de ataque entre moderado a alto, en el ecotipo redondo amarillo los frutos
presentaron sintomas en un porcentaje bajo a medio y en los frutos del ecotipo
neozelandés la presencia de la enfermedad fue bajo. Los tratamiento 1 y 2
formulados a una concentracion del 1% (guarmi poleo 1% 1.6 mL/L, mezcla
bioactiva 9: 16.67% arrayan 0.03 mL/L, 16.67% ruda 0.03 mL/L, 66.66% guarmi
poleo 1.06mL/L) fueron aplicados con una secuencia de cada 15 dias.

Previo a la siguiente aplicacion se verificd el efecto curativo y preventivo mediante
el muestreo de frutos con presencia, ausencia de nuevas lesiones que significaban
un avance de la enfermedad.

Al terminar el periodo de aplicaciones podemos sefialar que los dos tratamientos
fueron efectivos en el control del patégeno, a pesar de que las condiciones no

fueron las ideales para valorar su eficiencia.
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Al mismo tiempo se desarrollé una prueba con fungicidas utilizados para el control
de Deuteromicetos; comparando los resultados obtenidos si bien pueden tener una
mayor eficiencia que nuestras formulas naturales, las nuestras ofrecen la ventaja de
no contaminar el ambiente, no necesita de proteccién para su manipulacién vy
aplicacién. Con la ventaja adicional de eliminar y/o disminuir los tiempos de
carencia, que para los productos quimicos pueden variar entre 8 y 15 dias después

de la ultima aplicacion.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Al finalizar este estudio podemos concluir que:

- Los componentes de los aceites esenciales de diversas especies vegetales son
potenciales biocontroladores de hongos fitopatdgenos imperfectos (Colletotrichum
spp.). Este estudio puede consolidar los resultados obtenidos en trabajos
anteriores puesto que, se ha demostrado en campo la efectividad de los aceites

esenciales obtenidos de especies vegetales.

- Guarmi poleo (Clinopodium spp.) demostré control efectivo en las tres fases de

estudio.

- La mezcla de aceites esenciales (mezcla bioactiva 9: 16.67% arrayan, 16.67%
ruda, 66.66% guarmi poleo) demostré potenciar la actividad biocontroladora en

cada especie por un efecto de sinergismo positivo.

- Luego de las tres aplicaciones realizadas en el cultivo de tomate de arbol se
concluye que existe diferencias significativas entre tratamientos con los aceites
esenciales y los productos quimicos que comprobd que nuestros tratamientos

(mezcla y aceite) poseen un control efectivo del patdgeno en campo.

- Se demostré6 que los beneficios de establecer alternativas de uso de
biocontroladores en plantaciones comerciales genera alternativas validas a la

consolidaciéon de estrategias de manejo integrado de enfermedades.

- Los costos de utilizar aceites esenciales como fungicidas dependera de la especie
a ser empleada como tratamiento debido que, algunas de ellas podrian ser
cultivadas con este propdsito. Ademas, los costos pueden ser balanceados al
comercializar el producto con certificacién de organico (sello verde) y asegurar un

potencial mercado internacional.
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Recomendaciones

- El potencial agricola que representa para la region la produccion de tomate
de arbol deberia ser aprovechada para fomentar en los agricultores el
incremento de plantaciones con un manejo integrado.

- Las practicas culturales: podas, fertilizacion, riego sumado al empleo de
biocontroladores resultarian efectivos como tratamiento preventivos para
evitar pérdidas econdmicas en los cultivos por el ataque de diversas
patologias.

- Los controles fitosanitarios en periodos de lluvia deben realizarse cada
semana para mayor efectividad de los productos sean estos quimicos o
aceites esenciales.

- Se puede continuar con investigaciones identificando otras especies
vegetales de las que se tengan referencias de su efecto biocontrolador para
desarrollar mezclas, que de acuerdo a los resultados obtenidos pueden

potenciar el efecto antifungico.
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ANEXOS

Anexo 1.

Medios Empleados Para Aislamiento Del Patégeno

Medio Levadura — Malta- Glucosa (YMG)
800 ml

Extracto de malta 8 gr

Glucosa 8 gr

Extracto de levadura 3.2 gr

Agar-agar 12.5 gr

pH 5.5

Agar Papa — Dextrosa (PDA)
Puré de papa deshidratado 20gr
Glucosa 20 gr

Agar-agar 16 gr

pH 5.5

Materiales
Pipetas 10, 100, 1000ul, pipeta multicanal
Puntas de pipeta
Tubos eppendorf
Cajas elisa
Balanza
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Anexo 2.

Obtencidon De Aceites Esenciales

Bl / iy S }_\J"_T_"', 5
MATERIAL VEGETAL SELECCIONADO

RECOLECCION DEL ACEITE ESENCIAL OBTENIDO
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Anexo 3.

Aislamiento Del Patégeno Colletotrichum spp.

FRUTOS CON SINTOMAS DESINFECCION

PLACA CON CRECIMIENTO MICELIAR PURIFICADO
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Anexo 4.

Estructura Microscépica De Colletotrichum spp., Comparacion Con El
Pat6geno Aislado

COLLETOTRICHUM

GLOEOSPORIUM
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Anexo 5.

Bioensayos
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Anexo 6.

Ensayo Invernadero

UNIDAD EXPERIMENTAL CON PUSTULAS, SINTOMAS VISIBLES DE ANTRACNOSIS

MUESTREO DE HOJAS CON SINTOMAS
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VAINA CON SINTOMAS DE ANTRACNOSIS

APLICACION DE PRODUCTOS (ACEITES ESENCIALES)
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Anexo 7

Ensayo Invernadero Analisis De Varianza

Tratamiento Control

Numero De Plantas Sanas

DIA 2
F.v. gl S.C. C.M. F. F. 0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 2.432 0.221 1.330 2.64 3.92
Repeticion 36 5.985 0.166
Total 47 8.417
Error
DIA 4
F.v. gl S.C. C.M. F. F. 0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 4.306 0.391 4.594 2.64 3.92
Repeticion 36 3.068 0.085
Total 47 7.373
Error
DIA 6
F.v. gl S.C. C.M. F. F, 0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 4.877 0.443 3.131 2.64 3.92
Repeticion 36 5.098 0.142
Total 47
Error
DIA 8
F.v. gl S.C. C.M. F. F. 0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 4.807 0.437 2.386 2.64 3.92
Repeticion 36 6.593 0.183
Total 47 11.400
Error
DIA 10
F.v. gl S.C. C.M. F. F. 0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 6.042 0.549 2.924 2.64 3.92
Repeticion 36 6.763 0.188
Total 47 12.805
Error
DIA 12
F.v. gl S.C. C.M. F. F; 0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 6.042 0.549 2.924 2.64 3.92
Repeticion 36 6.763 0.188
Total 47 12.805
Error
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DIA 14
F.v. gl S.C. C.M. F. F. 0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 6.903 0.628 5.443 2.64 3.92
Repeticion 36 4.150 0.115
Total 47 11.053
Error
DIA 16
F.v. gl S.C. C.M. F. F. 0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 6.637 0.603 6.538 2.64 3.92
Repeticion 36 3.323 0.092
Total 47 9.960
Error
DIA 18
F.v. gl S.C. C.M. F. F. 0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 4.637 0.422 4.025 2.64 3.92
Repeticion 36 3.770 0.105
Total 47 8.407
Error
DIA 20
F.v. gl S.C. C.M. F. F. 0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 4.622 0.420 4.119 2.64 3.92
Repeticion 36 3.672 0.102
Total 47 8.295
Error




Prueba Duncan

DIA 2
T8=2.600A
T11=2.550A
T1=2.475AB
T10=2.450AB
T3=2.300AB
T5=2.300AB
T12=2.200AB
T7=2.200AB
T4=2.175AB
T9=2.050AB
T6=1.950AB
T2=1850B

DIA 6
T4=2.625A
T10=2.625A
T9=2.550A
T6=2.375AB
T8=2.300AB
T7=2.300AB
T1=2.275AB
T5=2.200AB
T11=2.200AB
T3=1.925BC
T2=1.850BC
T12=1.500C

DIA 10
T4=2.625A
T10=2.625A
T9=2.375A
T6=2.375A
T1=2.375A
T7=2.375A
T11=2.300A
T5=2.200A
T8=2.050A
T2=2.025A
T3=1.950A
T12=1.250B

DIA 14
T4=2.775A
T10=2.700AB
T1=2.550ABC
T9=2.475 ABC

T11=2.450 ABC

T6=2.450 ABC
T7=2.375 ABC
T8=2.300 ABC
T5=2.200 BC
T3=2.200BC
T2=2.025C
T12=1.250D

DIA 4
T4=2.625A
T10=2.625A
T9=2.550A
T6=2.550A
T8=2.475A
T7=2.450A
T1=2.300A
T5=2.200A
T11=2.200A
T3=2.175A
T2=2.175A
T12=1.500B

DIA 8
T4=2.625A
T10=2.625A
T9=2.375AB
T6=2.375AB
T1=2.375AB
T7=2.375AB
T11=2.300AB
T5=2.200AB
T8=2.050ABC
T2=1.925ABC
T3=1.850BC
T12= 1.500C

DIA 12
T4=2.625A
T10=2.625A
T9=2.375A
T6=2.375A
T1=2.375A
T7=2.375A
T11=2.300A
T5=2.200A
T8=2.050A
T2=2.025A
T3=1.950A
T12=1.250B

DIA 16
T4=2.775A
T10=2.700AB
T1=2.625AB
T9=2.475AB
T11=2.450AB
T6=2.450AB
T8=2.375AB
T7=2.375AB
T2=2.375AB
T5=2.375AB
T3=2.200B
T12=1.250C
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DIA 18 DIA 20
T4=2.775A T4=2.775A
T10=2.775A T10=2.775A
T11=2.550A T11=2.550A
T6=2.550A T6=2.550A
T1=2.525A T1=2.525A
T9=2.475A T3=2.475A
T2=2.375A T9=2.475A
T8=2.375A T7=2.475A
T3=2.375A T8=2.450A
T7=2.375A T2=2.375A
T5=2.350A T5=2.350A

T12=1.500B T12=1.500B
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Tratamiento Preventivo

Numero De Plantas Sanas

DIA 2
F.V. gl S.C. C.M. F. F.0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 4.877 0.443 4778 2.64 3.92
Repeticién 36 3.340 0.093
Total 47 8.217
Error
DIA 4
F.V. gl S.C. C.M. F. F.0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 4.306 0.391 4.594 2.64 3.92
Repeticion 36 3.068 0.085
Total 47 7.373
Error
DIA 6
F.V. gl S.C. C.M. F. F. 0,05 F. 0,001
Tratamientos 11 4.877 0.443 3.131 2.64 3.92
Repeticion 36 5.098 0.142
Total 47 9.975
Error
DIA 8
F.V. gl S.C. C.M. F. F.0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 4.807 0.437 2.386 2.64 3.92
Repeticién 36 6.593 0.183
Total 47 11.400
Error
DIA 10
F.V. gl S.C. C.M. F. F.0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 6.042 0.549 2.924 2.64 3.92
Repeticion 36 6.763 0.188
Total 47 12.805
Error
DIA 12
F.V. gl S.C. C.M. Fe F.0,05 | F 0,001
Tratamientos 11 6.042 0.549 2924 | 2.64 3.92
Repeticién 36 6.763 0.188
Total 47 12.805
Error
DIA 14
F.V. gl S.C. C.M. F. F.0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 6.903 0.628 5.443 2.64 3.92
Repeticion 36 4.150 0.115
Total 47 11.053
Error
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DIA 16
F.V. gl S.C. C.M. F. F.0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 6.637 0.603 6.538 2.64 3.92**
Repeticion 36 3.323 0.092
Total 47 9.960
Error
DIA 18
F.V. gl S.C. C.M. F. F. 0,05 F, 0,001
Tratamientos 11 4.637 0.422 4.025 2.64 3.92**
Repeticion 36 3.770 0.105
Total 47 8.407
Error
DIA 20
F.V. gl S.C. C.M. F. F. 0,05 F. 0,001
Tratamientos 11 4.622 0.420 4.119 2.64 3.92
Repeticion 36 3.672 0.102
Total 47 8.295
Error




DIA 2
T8=2.775A
T4=2.625AB
T9=2.625AB
T10=2.625AB
T6=2.625AB
T1=2.475AB
T7=2.450AB
T5=2.375AB
T2=2.350AB
T3=2.275AB
T11=2.200B
T12=1.500C

DIA 6
T4=2.625A
T10=2.625A
T9=2.550A
T6=2.375AB
T8=2.300AB
T1=2.300AB
T7=2.275AB
T5=2.200AB
T11=2.200AB
T2=1.925BC
T3=1.850BC
T12=1.500C

DIA 10
T4=2.625A
T10=2.625A
T9=2.375A
T6=2.375A
T1=2.375A
T7=2.375A
T11=2.300A
T5=2.200A
T8=2.050A
T2=2.025A
T3=1.950A
T12=1.250B

DIA 14
T4=2.775A
T10=2.700AB
T1=2.550ABC
T9=2.475ABC
T11=2.450ABC
T6=2.450ABC
T7=2.375ABC
T8=2.300ABC
T5=2.200BC
T3=2.200BC
T2=2.025C
T12=1.250D

DIA 4
T4=2.625A
T10=2.625A
T9=2.550A
T6=2.550A
T8=2.475A
T7=2.450A
T1=2.300A
T5=2.200A
T11=2.200A
T3=2.175A
T2=2.175A
T12=1.500B

DIA 8
T4=2.625A
T10=2.625A
T9=2.375AB
T6=2.375AB
T1=2.375AB
T7=2.375AB
T11=2.300AB
T5=2.200AB
T8=2.050ABC
T2=1.925ABC
T3=1.850BC
T12= 1.500C

DIA 12
T4=2.625A
T10=2.625A
T9=2.375A
T6=2.375A
T1=2.375A
T7=2.375A
T11=2.300A
T5=2.200A
T8=2.050A
T2=2.025A
T3=1.950A
T12=1.250B

DIA 16
T4=2.775A
T10=2.700B
T1=2.625AB
T9=2.475AB
T11=2.450AB
T6=2.450AB
T8=2.375AB
T7=2.375AB
T2=2.275AB
T5=2.275AB
T3=2.200B
T12=1.250C
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DIA 18 DIA 20
T4=2.775A T4=2.775A
T10=2.775A T10=2.775A
T11=2.550A T11=2.550A
T6=2.550A T6=2.550A
T1=2.525A T1=2.525A
T9=2.475A T3=2.475A
T2=2.375A T9=2.475A
T8=2.375A T7=2.475A
T3=2.375A T8=2.450A
T7=2.375A T2=2.375A
T5=2.350A T5=2.350A

T12=1.500B T12=1.500B
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Anexo 8

Gréficos Estadisticos Ensayo de Invernadero

TRATAMIENTO CONTROL: NUMERO DE PUSTULAS POR
HOJA

H TRATAMIENTO "UNQ"

H TRATAMIENTO DOS

M TRATAMIENTO TRES

H TRATAMIENTO CUATRO

HTRATAMIENTO CINCO

ETRATAMIENTO SEIS
ETRATAMIENTO SIETE

ETRATAMIENTO OCHO

M TRATAMIENTO NUEVE

E TRATAMIENTO DIEZ
ETRATAMIENTO ONCE

ETRATAMIENTO DOCE
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TRATAMIENTO CONTROL: NUMERO DE HOJAS ATACADAS

B TRATAMIENTO UNO
HTRATAMIENTO DOS
ETRATAMIENTO TRES
B TRATAMIENTO CUATRO
H TRATAMIENTO CINCO
W TRATAMIENTO SEIS
 TRATAMIENTO SIETE
ETRATAMIENTO OCHO
W TRATAMIENTO NUEVE
@ TRATAMIENTO DIEZ

M TRATAMIENTO ONCE

M TRATAMIENTO DOCE
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3.5

TRATAMIENTO CONTROL: NUMERO DE PLANTAS SANAS

B TRATAMIENTO UNO
ETRATAMIENTO DOS

ETRATAMIENTO TRES

B TRATAMIENTO CUATRO

E TRATAMIENTO CINCO
@ TRATAMIENTO SEIS
@ TRATAMIENTO SIETE
ETRATAMIENTO OCHO

W TRATAMIENTO NUEVE
@ TRATAMIENTO DIEZ
ETRATAMIENTO ONCE
u TRATAMIENTO DOCE
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TRATAMIENTO PREVENTIVO: NUMERO DE PUSTULAS POR
HOJA

B TRATAMIFNTO UNO

H TRATAMIENTO DOS

E TRATAMIENTO TRES

H TRATAMIENTO CUATRO

E TRATAMIENTO CINCO
B TRATAMIENTO SEIS

@ TRATAMIENTO SIETE
B TRATAMIENTO OCHO
W TRATAMIENTO NUEVE
@ TRATAMIENTO DIEZ
ETRATAMIENTO OMCE
W TRATAMIENTO DOCE
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2,5

TRATAMIENTO PREVENTIVO: NUMERO DE HOJAS

ATACADAS

B TRATAMIENTO UNO
ETRATAMIENTO DOS

M TRATAMIENTO TRES
3 TRATAMIENTO CUATRO
ETRATAMIENTO CINCO
@ TRATAMIENTO SEIS

E TRATAMIENTO SIETE
B TRATAMIENTO OCHO
M TRATAMIENTO MUEVE
ETRATAMIENTO DIEZ

M TRATAMIENTO ONCE
@ TRATAMIENTO DOCE
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3,5

TRATAMIENTO PREVENTIVO: PLANTAS SANAS

B TRATAMIENTO UNO
B TRATAMIENTO DOS
BTRATAMIENTO TRES
B TRATAMIENTO CUATRO
B TRATAMIENTO CINCO
B TRATAMIENTO SEIS

B TRATAMIENTO SIETE
B TRATAMIENTO OCHO
= TRATAMIENTO NUEVE
B TRATAMIENTO DIEZ

B TRATAMIENTO ONCE
ETRATAMIENTO DOCE
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Anexo 9.

Ensayo Campo

HUERTO EXPERIMENTAL
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Ecotipos
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Tratamiento Uno: aceite esencial de guarmi poleo

PRIMERA APLICACION SEGUNDA APLICACION

TERCERA APLICACION
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Tratamiento cinco: Daconil

TERCERA APLICACION
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Anexo 10.

Graficos Estadisticos Ensayo de Campo

TRATAMIENTO 1

20

B FRUTOS TOTALES

W FRUTOS SANOS
B FRUTQOS ENFERMOS

TRATAMIENTO 2

20

18

16

14

B FRUTOSTOTALES
B FRUTOS SANOS

[ FRUTOS ENFERMOS
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TRATAMIENTO 3

B FRUTOS TOTALES
W FRUTOS SANOS

EFRUTOS ENFERMOS

20

18

16

14

TRATAMIENTO 4

B FRUTOSTOTALES
B FRUTOS SANOS

B FRUTOS ENFERMOS
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TRATAMIENTOS

HFRUT05 TOTALES
B FRU 105 SANDS
B FRUTO05 ENFERMOS

TRATAMIENTO 6

B FRUTOSTOTALES
B FRUTOSSANOS
B FRUTOSENFERMOS




