Pontificia Universidad Catdélica del Ecuador

Sede Ibarra

ESCUELA CIENCIAS AGRICOLAS Y AMBIENTALES

INFORME FINAL DEL PROYECTO

TEMA:

EVALUACION DE PROPOLEO FRENTE AL HONGO (Colletotrichum spp.) EN TOMATE DE
ARBOL (Solanum betaceum Cav.) EN FASE IN-VITRO

PREVIO A LA OBTENCION DEL TiTULO DE:

INGENIERO AGROPECUARIO

LINEA DE INVESTIGACION:

GESTION SOSTENIBLE Y APROVECHAMIENTO DE LOS RECURSOS NATURALES

AUTOR: ANDERSON STEVEN CUATIN RUANO

ASESOR: MSc. SANTIAGO XAVIER MAFLA ANDRADE

IBARRA, OCTUBRE, 2022



CERTIFICACION DEL ASESOR DE TESIS

Ibarra, 3 de octubre 2022

Mgs. SANTIAGO XAVIER MAFLA ANDRADE

ASESOR

CERTIFICA:

Haber revisado el presente informe final de investigacion, el mismo que se ajusta a las
normas vigentes en la Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales (E.C.A.A), de la
Pontificia Universidad Catolica del Ecuador Sede Ibarra (PUCESI); en consecuencia,

autorizo su presentacion para los fines legales pertinentes.

g o . 7
et P r{""r'.’./d G

P

el

Mgs. SANTIAGO XAVIER MAFLA ANDRADE

C.C.: 1002658399



PAGINA DE APROBACION DEL TRIBUNAL

El jurado examinador, aprueba el presente informe de investigacion en nombre de la
Pontificia Universidad Catolica del Ecuador Sede Ibarra (PUCESI):

Mgs. SANTIAGO XAVIER MAFLA ANDRADE

C.C.: 1002658399

Mgs. EDWIN FERNANDO DEL POZO VILLACIS

C.C.: 1001756566

Mgs. DAVID ROLANDO NARVAEZ VEGA

C.C.: 1717526428



ACTA DE CESION DE DERECHOS

Yo Anderson Steven Cuatin Ruano, declaro conocer y aceptar la disposicion del Art. 165
del Codigo Orgéanico de la Economia Social de los Conocimientos, Creatividad e
Innovacion, que manifiesta textualmente: “Se reconoce facultad de los autores y demas
titulares de derechos de disponer de sus derechos o autorizar las utilizaciones de sus obras o
prestaciones, a titulo gratuito u oneroso, segun las condiciones que determinen. Esta facultad
podra ejercerse mediante licencias libres, abiertas y otros modelos alternativos de

licenciamiento o la renuncia”.

Ibarra, 3 de octubre 2022

Anderson Steven Cuatin Ruano

C.C.: 1050453057



AUTORIA

Yo, Anderson Steven Cuatin Ruano, portador de la cédula de ciudadania N° 1050453057,
declaro que la presente investigacion es de total responsabilidad del autor, y eximo
expresamente a la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador Sede Ibarra de posibles

reclamos o acciones legales.

Anderson Steven Cuatin Ruano

C.C.: 1050453057



DECLARACION y AUTORIZACION

Yo: Anderson Steven Cuatin Ruano, con CC: 1050453057, autor del trabajo de grado
intitulado: Evaluacion de propoleo frente al hongo (Colletotrichum spp.) en tomate de arbol
(Solanum betaceum Cav.) en fase in-vitro, previo a la obtencion del titulo profesional de

ingenieria agropecuaria, en la Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales (E.C.A.A).

1.- Declaro tener pleno conocimiento de la obligacién que tiene la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador Sede- Ibarra, de conformidad con el articulo 144 de la Ley Orgéanica
de Educacién Superior deentregar ala SENESCY Ten formato digital una copia delreferido
trabajo de graduacion para que sea integrado al Sistema Nacional de Informacién de la

Educacion Superior del Ecuador para su difusion publica respetando los derechos de autor.

2.- Autorizo a la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador Sede Ibarra a difundir a través
del sitio web de la Biblioteca de la PUCE-SI el referido trabajo de graduacion, respetando

las politicas de propiedad intelectual de la Universidad.

Ibarra, 3 de octubre 2022

—l "
-|I| i1 S | LT

S A

(B oo

Anderson Steven Cuatin Ruano

C.C. 1050453057

Vi



DECLARACION DE COMPORTAMIENTOETICO

Por medio de la presente declaro conocer y aplicar en la elaboracion, desarrollo y evaluacion
del Proyecto de Titulacion: “Evaluacion de propoleo frente al hongo (Colletotrichum spp.)
en tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.) en fase in-vitro.” lo propuesto en el Codigo de
Eticade la Investigacion y el Aprendizaje dela Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador,
aprobado por el Consejo Superior de la PUCE con fecha 11 de mayo del 2021.

Ibarra, 3 de octubre 2022

P i)
X lll|l =T \"_.,.';"..

i

(F) oo N o

Anderson Steven Cuatin Ruano

C.C.: 100384097-0

vii



DEDICATORIA

Dedico el presente trabajo principalmente a Dios por permitirme alcanzar este
sublime momento e importante de mi vida, por ser mi fortaleza para ser mejor.

A mis padres, Joselito Cuatin Cuatin y Maura Oliva Ruano, quienes siempre me han
guiado incondicionalmente en la parte moral incluso profesionalmente, con su apoyo
lograron sembrar en mi la busqueda de la superacion constante, también han estado siempre
durante todo el trayecto de mi vida estudiantil y han sido el motor para verme convertirse en

un profesional.

También a mis mentores de la prestigiosa Escuela de Ciencias Agricolas y
Ambientales por su dedicacion, por transferirme los conocimientos necesarios para forjar un
profesional més de valores éticos y cristianos de tal modo me enriquecen a lo largo de mi

carrera.

Anderson Steven Cuatin R.

viii



AGRADECIMIENTO

Durante los afios de estudio son muchas las personas que me han apoyadoy guiado
en este trabajo y quiero expresar mi gratitud por todo el apoyo incondicional. En primer
lugar, quiero agradecer a mi estimado asesor Santiago Xavier Mafla por el tiempo y el

esfuerzo que me ha dedicado de modo no hubiese sido posible realizar esta tesis.

A las autoridades de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador sede lIbarra
principalmente ala Mgs. Moraima Cristina Mera Aguas, responsable del uso de laboratorios
de Microbiologia y Biotecnologia, para el aislamiento del hongo e identificacion del mismo,
también la extraccion etandlica del prop6leo y la disponibilidad de insumos para la

evaluacion del hongo en fase in-vitro.

Y finalmente, nunca hubiera podido llegar hasta aqui con el apoyo de mis padres
Joselito Cuatin Cuatin y Maura Oliva Ruano, estoy estrechamente agradecido por todo el

apoyo, el carifio y los consejos que han puesto en mi para alcanzar este arduo trabajo

Anderson Steven Cuatin R.



INDICE

R 1 1 1Y/ R XV
ABSTRACT ettt b et e b e b e b e b e n e e nree s XVi
CAPITULDO Lottt 1
INTRODUGCCION ....ottimmiimiiiiisetsessessss s 1
CAPITULO T oottt 3
2. OBUIETIVOS . ..ottt b et e s bt et e e sre e et e e beesnaeenree s 3
2.1, ODJEtiVO GENEIAL .......ooiice e s 3
2.2, ODJEtiVOS ESPECITICOS. .. .vviuierieieiecie ittt ettt st 3
2.3 HIPOTESIS ..ottt ettt 3
2.3.1. HIPOLESIS.....eeiiieie ettt 3
CAPITULO ittt 4
3. ESTADO DEL ARTE ..ottt 4
3.1. Tomate de arbol Solanum betaceum CavV..........cccooerireiririiiiee e 4
311 Origeny Generalidades..........cooiveiiiiniiiiii e 4
3.1.2.  Caracteristicas sanitarias del cultivo de tomate de arbol ...........cccocerevrnrnnee. 6

T N 414 - (ol [0 L K ST T RSO PO PP PP PSP 7
3.2.1.  COlIetOtriCNUM SPP. .ovveieeieitiesie ettt e e e e re e 8
3.2.2.  Morfologia de 1a COloNIA........ccceeviiiiiicc e 9
3.2.3.  EPIdemiologia ......ccceoeiriiiiiiiisiese e s 11
3.2.4. Desarrollo de laenfermedad ..o 11

3.3 CONLIOL ... 13
331, PrOPOIBO ...t 13
CAPITULO IV, 16
4, MATERIALES Y METODOS.......cooooiieietieeiseeeteeseeestes e senestssenessssssssssenssssnsessnens 16
A1, MALEIIAIES ... 16



4.2, AL AMIENTOS. ..ottt e ettt e e e e et e e e e e e e e e e e 18

4.3.  Disefio eXPerimental. ... s 19
4.4,  Variables iNdePendieNteS.......cccvcuiiieiiiieceesi e 19

4.4.1. Concentracion de extracto etandlico de prop6leo EEP.............ccccccevveneneee, 19
4.5.  Variables dependientes. . ... s 20
4.6. Esquema de unidades eXperimentales..........ccooeiieieiieiieesie e 21
4.7, ANALISIS 8 VAINANZA.......ceiiieiieiicie e 22
4.8. Manejo del ENSAYO .......oouiiiiiiiiiiiiiieiieee e e 22

4.8.1. Recoleccién y aislamiento del hongo Colletotrichum spp a partir de material

vegetal Solanum betaceum Cav. en condiciones de laboratorio. .........cccccceeerverirrnenne 22
4.8.2.  Obtencion de Extracto Etandlico de Propdleo (EEP) ........ccccoveveiieiveincnen, 23
4.8.3. Preparacion de los extractos de propoleo:..........cocevvvereiirineneieieseseeeee 23

4.9, Variables N EStUIO .......ccviiiiiieiiiice e 24
4.9.1. Técnica de antibiograma con sensidiscos humedecidos...........cccccccvvervennene. 24
4.9.2.  Descripcion del método de cuantificacion de UFC ..........ccccevveveieieieniennn, 24
4.9.3.  CAMAras NUMEAAS ......ccceiviiiiiierieieie e 26
CAPITULO V.ot 29
5. RESULTADOS Y DISCUSION .......cooiiiiieeeiieesseee ettt enes s een s 29
5.1.  ReSUltadoS Y DISCUSION ....cveiueeiireieiieiiteesie st et e st e ste e s e ste et e e e sreene e e sreenens 29
5.1.1.  Caracterizacion del hongo Colletotrichum Spp. ......ccocvveirereiniincierecnes 29
5.1.2.  Pruebas macro y MIiCrOSCOPICAS .......ccverreerveiieerirerieestesseesieesseeseessaessesseesseesnes 29

5.1.3. Comparacion de la actividad antifungica del EEP mediante prueba de

antibiograma con sensidiscos hUMEdECIAOS .........ccvevriieriieii e 31
5.1.4. Incidenciay severidad en camaras hUmedas............cccccvververeiieeiieneeie s 36
CAPITULO Vltoitiiiiiei et st s 42
6. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES. ... 42

Xi



B.1.  CONCIUSIONES ...ttt e et e e e e e e e 42

6.2.  RECOMENUACIONES ... .ciiviiieriesiiesiieieeteesteesie e e sreeste e e sreeste e e eteaseesseesseeneesreenseenee s 43
CAPITULO VI oottt 44
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ooitieeeteeeeee ettt 44
ANEXOS ...ttt sttt sttt 56

Xii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de S. DEtaCeUM ..........cccviiiiiiiiiiiee e 5
Tabla 2. Clasificacién taxondmica del Colletotrichum spp. .....ccccccevveiiiieiieeieee e, 9
Tabla 3. Detalles de 10S tratamientos ...........ccoirreiirireineeseees e 19
Tabla 4. ESQUEMa ADEV A ...t 22
Tabla 5. Calibres del tomate de ArDol ...........cooooiiiiiii e 27
Tabla 6. Porcentaje de inhibicidn del hongo Colletotrichum spp. .......cccovvievieceiicciee, 32

Tabla 7. Andlisis ADEVA sobre el didmetro de inhibicion de EEP sobre Colletotrichum
] ] 0P T TP PR PR 34

Tabla 8. Analisis ADEVA sobre el porcentaje de incidencia de EEP sobre Colletotrichum
K] 0] PSPPSR 36

Tabla 9. Analisis ADEVA sobre el indice de severidad EEP sobre Colletotrichum spp. ..38

Tabla 10. Plan de Actividades en el periodico académiCo..........ccccvvvrveveierieieneseseeeeenes 56
Tabla 11. Recoleccién de datos del halo de inhibicion en (MM) .......ccooovevviicviecccie e 65
Tabla 12. Recoleccion de datosde incidencia y severidad ...........ccccovvvveieiieenienvene e 66

Xiii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Colletotrichum spp (a partir del sustrato de Solanum betaceum).............cc.co...... 10
Figura 2. Ciclo de vida de Colletotrichum SPP. ......cocviiiiiiiiieec e 12
Figura 3. Disefio completamente al azar para la prueba de antibiogramas. ..............c....... 21
Figura 4: Escala de color del tomate de arbol..............cccooveiiiiiii i 26
Figura 5. Diagrama para cuantificar la severidad en Solanum betaceum................cccce...... 28
Figura 6.Aislamiento del hongo Colletotrichum spp del fruto de tomate de arbol ............ 30

Figura 7. Observacion microscépica de Colletotrichum spp (a partir del sustrato de

SOIANUM DELACEUM) ...t e et e st e e ae e e eneesraenne s 30
Figura 8. Prueba Tukey al 5% para el didmetro de inhibicion. ...........ccccoceiiiiiiiiiinnn, 35
Figura 9. Prueba Tukey al 5% para el porcentaje de inCidencia. ...........cccceevvevveiiieeineeninens 37
Figura 10. Prueba Tukey al 5% para el indice de severidad............c.cccovuerveieiiieiieeseennnn, 39
Figura 11. Recoleccion del propoleo y extraccion del propoleo. ..., 57
Figura 12. Recoleccion de las muestras y aislamiento del hongo. .........c.ccocevviiiiniinnn, 59
Figura 13. Cuantificacion e identificacion del hongo Colletotrichum spp. .......ccccceevevenee. 60

Figura 14. Pruebas de antibiogramas con el fitopatdgeno de antracnosis en un periodo de
0720 110 £ TSRS SP TP 61

Figura 15. CAMAras NUMEUAS .......coeieiieiiierieee e 63

Xiv



RESUMEN

En la presente investigacion se plante6 comparar la actividad antifungica del extracto
etandlico depropdleo (EEP) frente al hongo Colletotrichum spp determinando su efectividad
como un biocontrol natural. Se evalu6 el efecto de la aplicacion de EEP en diferentes
disoluciones de EEP en el control in-vitro de antracnosis ocasionada por el hongo
Colletotrichum spp, mismo que fue aislado a partir de frutos de tomate de arbol (Solanum
betaceum Cav.) y caracterizado mediante pruebas en laboratorio. Los extractos se obtuvieron
a partir del propdleo proveniente de la Granja Experimental ECCA de laPUCE Sede Ibarra,
utilizando como solvente etanol al 96 %. La actividad antifingica se demostro utilizando los
tratamientos: T= Alcohol Etilico 96 % (Testigo), T1= 10 g del propdleo y se diluyen en 100
ml de etanol al 96% (Dosis baja), T2= 20 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de etanol al
96 % (Dosis media), T3= 30 g del propoleo y se diluyen en 100 ml de etanol al 96 % (Dosis
alta), TQ= 0,30 I/ha azoxystrobin y difenoconazole (Control positivo). Los resultados fueron
positivos, en los antibiogramas se puede decir que el tratamiento con la dilucion que se
desempefid mejor para inhibir el crecimiento del hongo Colletotrichum spp, fue el
tratamiento T3 con valores de 15,24 mm de didmetro que corresponde un porcentaje de 27,
24 % en promedio de inhibicién. Del mismo modo, para el porcentaje de incidencia en
camaras humedas tratadas con las diferentes soluciones de EEP el tratamiento T3 tuvo un
porcentaje promedio bajé del 23,33%, aunque estadisticamente son similares al tratamiento
T2. También, para el caso de severidad el T3 tiene el indice méas bajo de 1,28 mientras tanto
el T2 se comporta similar de 1,74. Numerosas investigaciones demuestran que el propéleo
es un compuesto bioactivo que puede ser aprovechado por grandes y pequefios agricultores
incluso después de su pos-cosecha sin afectar o exponer la salud humana y brindar una
seguridad alimentaria. Los apicultores, son los principales comercializadores de ofrecer el
material principal por ende tienen otro ingreso econémico a parte de la produccién de miel
incluso de otros beneficios que genera la abeja. El apicultor tiene nuevas oportunidades

economicas de crear productos bioactivos para el control de patégenos de manera segura.

Palabras Clave: Solanum betaceum, Colletotrichum spp, propéleo, antibiogramas,
incidencia, severidad
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ABSTRACT

In the present investigation, the antifungal activity of ethanolic extract of propolis (EEP)
against the fungus Colletotrichum spp was compared to determine its effectiveness as a
natural biocontrol. The effect of the application of EEP in different EEP solutions on the in
-vitro control of anthracnose caused by the fungus Colletotrichum spp, which was isolated
from tree tomato fruits (Solanum betaceum Cav.) and characterized by laboratory tests, was
evaluated. The extracts were obtained from propolis from the ECCA Experimental Farm of
PUCE Ibarra, using 96% ethanol as solvent. The antifungal activity was demonstrated using
the treatments: T= 96% ethyl alcohol (Control), T1= 10 g of propolis and diluted in 200 ml
of 96% ethanol (Low dose), T2= 20 g of propolis and diluted in 100 ml of 96% ethanol
(Medium dose), T3= 30 g of propolis and diluted in 100 ml of 96% ethanol (High dose),
TQ=0, 30 I/ha azoxystrobin and difenoconazole (Positive control). The results were positive,
in the antibiograms it can be said that the treatment with the dilution that performed better
in inhibiting the growth of the fungus Colletotrichum spp, was the T3 treatment with values
of 15, 24 mm in diameter which corresponds to a percentage of 27, 24 % on average of
inhibition. Similarly, for the percentage of incidence in humid chambers treated with the
different EEP solutions, treatment T3 had an average percentage of 23, 33%, although
statistically similar to treatment T2. Also, for the case of severity, T3 has the lowest index
of 1, 28 while T2 has a similar behavior of 1,74. Numerous researches show that propolis is
a bioactive compound that can be used by large and small farmers even after post-harvest
without affecting or exposing human health and providing food safety. Beekeepers are the
main marketers offering the main material and therefore have another economic income
apart from the production of honey and other benefits generated by the bee. The beekeeper
has new economic opportunities to create bioactive products for the control of a pathogen in

a safe way.

Key words: Solanum betaceum, Colletotrichum spp, propolis, antibiograms, incidence,
severity.
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CAPITULOI

INTRODUCCION

El Instituto Nacional de Estadisticay Censo (INEC, 2019; INEC, 2020) a traves de las
Encuestas de Superficie y Produccion Agropecuaria Continua (ESPAC, 2019) sobre el
Tomate dearbol (Solanum betaceum Cav.) es uno de los cultivos representativos de la region
sierra del Ecuador, las principales provincias son: Azuay, Bolivar, Carchi, Imbabura y
Tungurahua su produccion esta entre las 1.586, 4.669, 1.319, 2.955 y 11.356 t
respectivamente y con una en una superficie de 2 224 ha. Se cultiva desde los 1000 hasta los

3000 msnm bajo un rango de temperatura que oscila entre los 8 hasta 26 °C y precipitaciones
de 500 a 2500 mm anuales con una humedad relativa del 60 al 80% (Mejia et al., 2016).

En este cultivo se ve afectada su produccion por diferentes enfermedades y plagas las
cuales bajan su rendimiento. Una de ellas es Antracnosis u “Ojo de pollo” (Colletotrichum
spp) una enfermedad provocada por un hongo y tiene un gran rango de hospedantes como
papaya, aji, mango, limén y aguacate, entre otros (Rojo et al., 2017). Colletotrichum alcanza
la etapa asexual (anamorfo) de Glomerella (teleomorfo), el cual corresponde al phyllum
Ascomycota, clase Hypocreomycetidae, orden Glomerellales, familia Glomerellaceae
(Reblova et al., 2011).

Como menciona Falconi et al., (2013) en Ecuador a nivel morfolégico y molecular
sefialan como responsable a C. acutatum, en un articulo realizado en tres localidades del
Ecuador (Pichincha, Cotopaxi e Imbabura). Esta es una enfermedad fungica que tiene una
gran incidencia en diferentes cultivos uno de los muchos es el tomate de arbol ocasionando
dafios a nivel foliar, fructificacion y pos-cosecha. A nivel de la sierra ecuatoriana los
productores se enfrentan a un enemigo en comun y constituyéndose una amenaza para estas

zonas productoras.



Por lo cual el hongo Colletotrichum spp ha generado pérdidas significativas para el
cultivo y se han realizado controles culturales y quimicos, los productos quimicos mas
usados estan el sulfato de cobre y zinc, clortalonil, captan, de tipo preventivo, ingredientes
activos como difeconazole, carbendazim, dimetomorf, (Cardenas et al., 2005). Son
productos que poseen actividad fungicida de amplio espectro, se aplican a nivel foliar con
distintos modos de accion, a nivel sistémico, curativo antiesporulante, protector y
preventivo, pero con un peligro de crear resistencia y por ello se debe investigar nuevas

alternativas.

Por lo tanto, se busca nuevas soluciones biol6gicas para el control de este patdgeno
mediante extractos de propoleo etandlico ya que tiene ciertas propiedades antifungicas que
pudiesen ser aprovechadas para el control de este hongo. También ofrece un aporte hacia las
cadenas productoras apicolas desde el punto de vista fisicoquimico y de actividad biolégica

utilizando el prop6leo como un bioinsumo para el control y sanidad de los frutos o verduras.

Como importante para esta investigacion se ha recurrido al estudio de las propiedades
bioactivas del propdleo, una sustancia embalsamadora para cubrir la colmena, elaborada por
las abejas (Apis mellifera) tiene varias funciones, en si misma evita la entrada de habitantes
extraiios y del mismo modo evita la incidencia de bacterias y hongos, (Sanchez et al., 2014).
El propdleo es un compuesto utilizado desde varios estudios como la medicina, odontologia
entre otros, pero aun mas en las ciencias agricolas y pecuarias. El propdleo esta compuesto
por la presencia de acidos fendlicos y flavonoides y ésteres que son los responsables
bioactivos (Manrique, 2006; Chaillou y Nazareno, 2009). Este producto natural puede ser
aprovechado como una alternativa antifungica. Por consiguiente, el propdleo parece ser un

candidato potencialmente interesante para el tratamiento poscosecha.



CAPITULOI

2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo general

Evaluar el extracto de propoleo frente al hongo (Colletotrichum spp.) en tomate de

arbol (Solanum betaceum cav.) en fase in-vitro

2.2.0bjetivos especificos

e Analizar las diferentes concentraciones de extracto etandlico de propdleo frente al

hongo (Colletotrichum spp.).

e Evaluar la mejor dosis del extracto etandlico de propoleo en el fruto del tomate de

arbol (Solanum betaceum cav) mediante pruebas in-vitro en cdmaras himedas.

2.3.HIPOTESIS
2.3.1. Hipotesis

e Hipotesis alternativa (Ha): Si el extracto etanolico de propoleo (EEP) tiene

actividad antifingica sobre el crecimiento in vitro frente al hongo (Colletotrichum

spp.)



CAPITULO I

3. ESTADODEL ARTE

3.1.Tomate de arbol Solanum betaceum Cav.

3.1.1. Origeny Generalidades

Segun CORPOICA (2003, como se citd en Maita, 2011) el tomate de arbol se considera una
planta nativa de America del Sur, siendo entre los mas posibles centros de origen en las
selvas y bosques ubicados al norte de Argentina y el sur de Bolivia; por otra parte, al hallar
gran diversidad genética en el norte de Pert y sur de Ecuador y Colombia se los considera
como el centro de domesticacion. La fruta se ha establecido en los Andes Suramericanos en
zonas ubicados desde los 1800 hasta los 3000 m.s.n.m. y en la actualidad este cultivo se

encuentra disperso por otras partes del mundo.

3.1.1.1. Taxonomia

El tomate de arbol, como lo denominé inicialmente Cavanilles en 1799, luego fue traducido
al género Cyphomandra por Sendtneren 1845 donde persistio hasta 1995, cuando Bohs lo

regreso al género Solanum (Sendtner, 1845; Bohs, 1995).

Actualmente Cyphomandra es un clado dentro del género Solanum y no como un género
apartado y se maneja la denominacion Solanum betacea Cav. y Cyphomandra betacea Cav

como sindnimos.



Tabla 1.

Clasificacion taxonémica de S. betaceum

TAXON NOMBRE
Reino Plantae
Division Faner6gamas
Subdivision Angiospermas
Clase Dicotileddneas
Subclase Simpétalas
Orden Tubiflorae
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie S. betaceum Cav.
Nombre comdn Tomate de arbol

(Revelo et al., 2004)

3.1.1.2.VVariedades

En Ecuador, los genotipos de tomate de arbol no se mantienen puros, debido a los
cruzamientos entre los materiales que se cultivan. Las plantulas que se obtienen de huertos
con estas caracteristicas, presentan gran variabilidad genética, presentando frutos de una

amplia gama detonalidadesentre el anaranjado y el morado (Ledn, 2002; Mejia et al., 2016).

Los genotipos cultivados en el Ecuador segin Ledn (2002) Avila (2009) y Mejia et al.,
(2016); son:

a) Anaranjado punton: el color del epicarpio es anaranjada, la pulpa y mucilago que
rodean a las semillas son de color anaranjado medio, presenta alrededor de 196

semillas. Estos frutos a la madurez completa tienen 14,8 grados Brix y 260 ml/l de
vitamina C.

Es importante sefialar que son susceptibles a antracnosis este cultivar presenta menor

incidencia y severidad



b) Anaranjado gigante: tanto su epicarpio, mesocarpio y mucilago son anaranjados.
Tiene aproximadamente de 308 semillas. Presenta un contenido de azucares de 13,2

grados Brix y ademas 320 ml/l de vitamina C.

Este genotipo es el de mayor cultivo en la actualidad debido a que presenta frutos de

buen tamafio y su comercializacion es apreciada en el mercado.

c) Amarillo punton: su epicarpio, mesocarpio y mucilago son de color anaranjado. A
la madurez presenta 14,42 grados Brix y ademéas 270 ml/l de vitamina C. Este

genotipo es poco sembrado y distribuido, por tener menor calibre, pero tiene alta
capacidad productiva, precocidad y menor tamaiio de la planta.

d) Mora: el epicarpio presenta una coloracion rojiza oscura, el mesocarpio y el
mucilago van de un color rojo oscuro a morado. Tiene una cantenidad de azUcares
de 15 grados Brix y 310 ml/l de vitamina C. Es favorecido por los consumidores en

los Estados Unidos y Europa debido a que el color es mas atrayente, aunque el sabor
es mas acido que el anaranjado.

3.1.2. Caracteristicas sanitarias del cultivo de tomate de arbol

Leonetal., (2004); Revelo et al., (2004); Mejia et al., (2016) sostiene que el tomate de arbol
es uno de los cultivos que presenta mayor sensibilidad a la presencia de plagas por hongos,
virus y nematodos que reducen el crecimiento, productividad, calidad de la fruta, e inclusive

su supervivencia.
3.1.2.1. Plaga

Ledn et al., (2004); Maita, (2011) y Mejia et al., (2016) mencionan que en Ecuador, las
plagas mas frecuentes en orden de prioridad estan la antracnosis conocida como “ojo de
pollo” (C. acutatum), lancha (Phytophthora infestans), mancha negra también conocida
como “pata de puerco” (Fusarium solani) y oidio (Oidium sp.) como las més significativas.
También encontramos alternariosis o tizén temprano (Alternaria sp.), virus mosaico del
tamarillo Potyvirus (TamMV) vy el virus de la marchitez manchada del tomate Tospovirus

(TSWV). Estos virus se encuentran formando un complejo viral, mismo que deriva en la
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marchitez manchada del tomate, conocida como Mancha aceitosa o bronceado del tomate de
arbol (Revelo et al., 2008).

En lo referente a insectos, entre las limitantes del cultivo del tomate de arbol en la zona
tenemos el chinchorro, mencionado también chinche foliado o patén (Leptoglossus zonatus),

pulgones o &fidos (Aphis sp. y Myzus sp.), en &caros (Tetranychus sp.), y los nematodos
(Meloidogyne incognita) (Revelo et al., 2008; Maita, 2011).

3.2.Antracnosis

Ledn (2002); Wharton y Diéguez (2004); Revelo et al., (2008) y Mejia et al., (2016)
mencionan que este hongo causa la enfermedad conocida como “ojo de pollo” ampliamente
distribuida en las zonas productoras y es considerada por muchos productores y

comercializadores como la enfermedad mas importante del cultivo, pudiendo ocasionar
pérdidas econdmicas entre el 50% y 100% de la produccion.

Los sintomas logran mostrarse sobre todo a nivel de los frutos, tallos y ramas en sus
diferentes etapas fenologicos de desarrollo. La mayor incidencia de la enfermedad se
presenta en periodos lluviosos y con temperaturas promedio entre 13 a 15°C y una humedad
relativa del 95%. El hongo produce conidios incoloros, de una sola célula, ovoides,
cilindricos y en ocasiones arqueados o en forma de pesas en acérvulos. La masa de conidios
presenta tonalidades salmén o rosa. Los acérvulos son sub-epidérmicos y nacen a través de
la superficie de los tejidos de la planta, tienen forma de disco y cojin y son cerosos con
conidioforos simples, cortos y erectos. En las hojas los sintomas de antracnosis se presentan

como manchas con anillos concéntricos de color oscuro y bordes definidos (Leon, 2002;
Maita, 2011; Falconi, 2013).

Los conidios son diseminados sélo cuando los acervulos se encuentran humedos. Son
diseminados por la lluvia, trasladados por el viento o al entrar en contacto con los insectos,
otros animales, herramientas, etc. Los conidios germinan cuando estan en presencia de agua.
Posteriormente de haber germinado, originan un apresorio y una clavija que le sirve para

introducirse y se implanta directamente en los tejidos de su hospedante. Al principio, las



hifas crecen con gran rapidez tanto intracelular como intracelularmente, pero producen poca

0 ninguna decoloracion visible u otros sintomas de alteracion. (Agrios, 2008).

Las especies de Colletotrichum producen un amplio rango de enzimas capaces de destruir
los componentes estructurales de los tejidos de las plantas y algunas que pueden matar las

células. Dos tipos de enzimas ocurren frecuentemente; las que degradan los carbohidratos y
asi disuelven la pared celular y las otras que hidrolizan las cuticulas (Bailey et al., 1992)

3.2.1. Colletotrichum spp.

Wharton y Diéguez (2004); Cannon et al., (2012); Pardo et al., (2016) sefialan las especies
mas representativas dentro del género Colletotrichum: C. gloeosporioides, C.tamarillo i, C.
boninense, C. orbiculare, C. fioriniae, C. simmonds ii. Sin embargo, Falconi et al., (2013) y
Castro et al., (2019) confirman a nivel morfolégico y molecular que el complejo C. acutatum
es el agente causal de la antracnosis u “ojo de pollo” en el cultivo de tomate de arbol en el
Ecuador, principalmente en la provincia de Imbabura. Entre otras, como las provincias de

Azuay y Loja.

Este hongo fitopatdgeno puede afectar a la mayor parte de la planta, desde la raiz hasta las
hojas, flores, ramas, y fruta, produciendo enfermedades tales como la pudricién de la raiz,
defoliacion, muerte de las flores, y descomposicién de la fruta. Sin embargo, la totalidad de
las pérdidas significativas se debea la infeccion por C. acutatum e incide cuando el patégeno
ataca a la fruta (Prusky et al., 1992; Wharton et al., 2004; Maita, 2011).

3.2.1.1. Taxonomia

Segun Agrios (2008), la categorizacion taxonomica de Colletotrichum spp es: Dominio
Eukaryota, Reino Fungi, Phylum Ascomycota, Clase Filamentous Ascomycetes (lI11)

Deuteromycetes u hongos Mitosporicos, del Género Colletotrichum en estado anamorfo.

La taxonomia de C. acutatum se muestra en la siguiente tabla:



Tabla 2.

Clasificacion taxondmica del Colletotrichum spp.

TAXON NOMBRE
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Glomerellales
Familia: Glomerallaceae
Género: Colletotrichum

(Than et al., 2008; Damm et al., 2012)

3.2.1.2.Morfologia

Colletotrichum acutatum J. H. Simmonds fue descubierta por Simmonds en 1965 al estudiar
el patogeno de la pudricion del fruto en papaya (Carica papaya) en Australia, es una de las
especies de Colletotrichum mas conocidas por su amplia variabilidad biolégica vy
distribucion en el mundo (Simmonds, 1968; Than et al., 2008; Maita, 2011; Damm et al.,
2012).

3.2.2. Morfologia de la colonia

Falconi et al., (2013) sostiene que todos los aislamientos expresan pigmentacion blanco
grisaceo. El desarrollo de los aislamientos es regular y progresivo en el agar PDA y
posteriormente de diezdiasa 17+ 2 ° Ca la luz del dia, en el area de la caja Petri es cubierta.
También, los aislados de la fruta de tomate de arbol se forma micelio aéreo blanco
ligeramente palido, algodonosoy a menudo denso cerca del centro. En resumen, el color de

la colonia de los aislamientos de la fruta cambia su pigmentacion con en el transcurso del



tiempo de blanco a oscuro y los conidios de color salmén rosado. El porcentaje de
crecimiento es mas uniforme entre aislamientos a 25 ° C, mientras que a 30 ° C la tasa de
crecimiento de los hongos se reduce.

Figura 1.

Colletotrichum spp (a partir del sustrato de Solanum betaceum).

Nota: Colonia, conidios y apresorios del representante Colletotrichum spp. Aislados de
tomate de arbol de la sierra ecuatoriana cultivados durante 14 diasa 21 + 2 °C en agar papa
dextrosa acidulada (PDAa). a , b y ¢ obtenidas de la parroquia Mulliquindil (Cotopaxi ).
Tomado de “Multilocus molecular identification and phylogenetic analysis of
Colletotrichum tamarilloi as the causal agent of Tamarillo (Solanum betaceum) anthracnose
in the Ecuadorian highlands.” (p. 7), por J. Caicedo et al., 2017, European Journal of Plant
Pathology, 148

La caracteristica principal de esta especie es la forma de sus conidios, siendo fusiformes o
elipsoides; es decir, que al menos uno de sus extremos tenga un lado puntiagudo, su tamafio
aproximado es de 8,5-16-5 x 2,54 um. Sus colonias son de color blancas es sus inicios,
tornandose rojas o naranjas con el paso del tiempo; como se puede observar en la Figura 1.
En muchos casos, algunas cepas de esta especie liberan pigmentos rojos o naranjas. Se

diferencian de otras especies por su crecimiento lento (Maita, 2011; Santacruz, 2013;
Caicedoet al., 2017)
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3.2.3. Epidemiologia

Maita (2011) y Rodriguez et al., (2021) mencionan que la mayoria de las enfermedades

causadas por Colletotrichum son transmitidas por conidios que son llevados por varias
formas: por el agua, viento, insectos e incluso por el mismo agricultor.

Las infecciones quiescentes! causan en las etapas de altas precipitaciones y de temprano
crecimiento de la fruta. Ledn et al., (2004); Maita, (2011) y Rodriguez et al., (2021)
mencionan que en el campo, la esporulacion de hongos en tejidos contagiados ocurre durante
periodos de humedad prolongada, y los conidios son diseminados por las salpicaduras de
lluvia. A continuacion la contaminacion, el hongo empieza infecciones quiescentes y

sintomas de la enfermedad.

También es diseminada por insectos perforadores de frutos, tales como: Neoleucinodes
elegantalis y Leptoglossus zonatus Dallas y también por algunas larvas de lepidopteros, que

facilitan la entrada del hongo y predisponen el fruto a la infeccién (Contreras y Almeida,
2003).

3.2.4. Desarrollo de la enfermedad

Jayawardena et al., (2021), sostiene que las primeras fases del desarrollo de hongos durante
el transcurso de infeccion son bésicamente las mismas para todas las especies de

Colletotrichum, por ello las separan en fases, incluyendo:
a. Deposicion de conidios en superficie de las plantas.
b. Fijacion de conidios de aquellas superficies.
c. Germinacion de los conidios.

d. Produccion de apresorios.

1 Infeccion quiescente representa una relacion parasitaria inactiva o latente, que después de un periodo
considerable y las circunstancias fisiolégicas y ambientales lo permitan, cambie a una relacion parasitana
activa en cualquier momento de las siguientes etapas: germinacion, elongacién del tubo germinativo,
produccion del apresorio y penetracion (Whartony Diéguez, 2004).
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e. Penetracion a la epidermis de la planta.
f. Crecimiento y colonizacién en los tejidos vegetales.

g. Produccion de acérvulos y la esporulacion.

Figura 2.

Ciclo de vida de Colletotrichum spp.

b. Pre-penetration .
c. Penetration

/\a, Germination m
/
; ; ; E d. Biotrophic phase

h. Spreading by
rain-splash

e. Switch to necrotrophy

g. Sporulation =
f. Necrotrophic phase

Nota: En el grafico representa el desarrollo del hongo durante el proceso de infeccion
Tomada de “Colletotrichum: lifestyles, biology, morpho-species, species complexes and
accepted species” (p. 524), por R.S. Jayawardena et al., 2021, Mycosphere, 12(1).

Las estrategias de infeccion son similares para las especies de Colletotrichum, sin embargo
Bailey et al., (1992); Wharton y Diéguez, (2004), mencionan una estrategia de infeccion que
son: Hemibiotrofos intracelular, donde forma hifas primarias, que pueden colonizar las
células epidérmicas y del mesofilo adyacentes. Aliniciar las primeras etapas de este tipo de
colonizacion, la relacion entre el hospedero y el patégeno es biotrofica (célula viva esta

interpretada en verde). La posterior interaccion necrotréfica (Figura 2, representa en marrdn)
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se determina por el desarrollo de hifas secundarias delgadas. Las hifas secundarias se
desarrollan intracelular e intercelularmente mientras tanto producen ciertas enzimas que
degradan la pared celular y matan las células huésped. Necrotrofia subcuticular e
intramural, este tipo de colonizacion el hospedero es primeramente por las hifas

subcuticulares e intramurales, la fase biotrofica es muy breve o no sucede. El hongo se
extiende levemente atraves del tejidoy su crecimiento es tanto inter como intracelularmente.

3.3.Control

Leon et al., (2004); Parra, (2008); Maita, (2011) y Rodriguez et al., (2021) mencionan, que
el control efectivo de las enfermedades causadas por Colletotrichum implica el uso de uno

0 una combinacién de los siguientes métodos:
a. Cultivares resistentes.
b. Control cultural.
c. Control quimico.
d. Control bioldgico utilizando organismos antagénicos.
e. Control botanico (Extractos y Aceites vegetales).

El control quimico es el mas frecuente debido al grado de importancia econdémica del
cultivo. Se disponen de muchos quimicos, entre los mas utilizados se encuentran compuestos
como: ditiocarbamato, benzimidazoles y triazoles; y otros fungicidas como chlorothalonil,
imazalil, prochloraz, dimetomorf, captafol, folpet (Céardenas et al., 2005; Parra, 2008;
Landeroet al., 2016).

3.3.1. Propdleo

El propoleo, una sustancia resinosa natural y compleja, es recolectado por las abejas
meliferas (Apis mellifera L.) a partir de las yemas, cortezas, hojas u otras fuentes botanicas

de arboles y arbustos. Su composicion quimica es compleja y depende principalmente de la
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especie botanica y del origen geografico de donde se recogen las sustancias resinosas. Es
rica en compuestos polifendlicos y tiene asociadas muchas propiedades farmaco-biologicas
demostradas cientificamente, como sus propiedades antibacterianas, antiinflamatorias,

antitumorales o antimicrobianas (Oryan et al., 2018).

Su principal funcién en la colmena del propdleo no simplemente es un material de
edificacion, sino que ademéas es el mecanismo de defensa contra los microorganismos
patgenos presentes en la colmena; la representacion de este compuesto en la parte interna
de la colmena presta un ambiente no adecuado para el crecimiento de hongos u otros

microorganismos (Toreti et al., 2013).

3.3.1.1.Descripcion del Extracto Etandlico de Propdleo (EEP)

La investigacion de antifangicos a partir de productos naturales ha despertado un gran
interés, como el extracto etandlico de propoleo (EEP). Segin Manrique, (2006); Chaillou y
Nazareno (2009); Mattiuz et al., (2015); Manzo et al., (2018); Dudoit et al., (2020), Becerra
y Renddn, (2020) mencionan que, el propoleo es un compuesto utilizado en varios estudios
una de ellas en las ciencias agricolas y pecuarias. A pesar de la diversidad de clases de
compuestos con potencial antifingico, todos los extractos de propdleos descritos en la
bibliografia resultan eficaces contra diversos mohos fitopatogenos, como Aspergillus sp.,
Fusarium sp., Penicillium sp., Botrytis cinerea, Mycosphaerella fijiensis, Candida albicans

y Colletotrichum gloeosporioides.

3.3.1.2.Principio activo del propdleo

La actividad antifingica del EEP es bastante compleja y se ha atribuido a la actividad
sinérgica entre sus componentes biologicos, que constituyen una clase muy importante de
polifenoles, en la cual, esta composicion estd directamente relacionada con el origen del

propdleo y el lugar de recoleccion (Silva-Carvalho et al., 2015)

En el interior de la colmena, el propéleo cumple la funcion de defensa contra

microorganismos patdgenos, propiedad que deriva de los componentes quimicos de su
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estructura; el principio activo se encuentra en los fenoles y flavonoides, tales como:
pinocembrina, galangina, pinobanskina, que se identifican como responsables de las
actividades antimicrobianas y en particular antifingicas (Manrique, 2006; Dotaet al., 2011,
Aguiar et al., 2013).

Segun Corréa et al., (2020), sefiala que la bioactividad del EEP act(a sobre la estructura
celular del hongo y esta relacionada esencialmente con la pérdida de la integridad de la
membrana celular y el aumento de la permeabilidad, comprometiendo la viabilidad celular,
ademas de provocar la pérdida de la integridad de la pared celular, importante para la
morfogeénesis del hongo. EI EEP también interfiere en la germinacion y la filamentacion,
inhibiendo la formacion detubos germinales e hifas verdaderas. Y,ademas no tiene potencial
mutagénico.
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CAPITULO IV

4. MATERIALESY METODOS

Para la ejecucion de esta tesis tipo investigativa-experimental, “Evaluaciéon de propoleo
frente al hongo (Colletotrichum spp) en tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.) en fase
in-vitro”, se aisld la cepa fitopatdgena causante de la enfermedad de antracnosis, luego se
obtiene el extracto etandlico de propéleo (EEP); por altimo, se evalud in-vitro la actividad

antifungica del EEP en las diferentes concentraciones frente a Colletotrichum spp.

El desarrollo de la investigacion se llevo a cabo en el area de microbiologia y biotecnologia
en los laboratorios de la Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales de PUCE - Sede
Ibarra.

4.1 .Materiales

Los materiales de campo y equipos de laboratorio que se utilizaron en la presente

investigacion son los siguientes:
a) Materiales
e Bisturi
e Pinzas
e Mechero
e Asa
e Portay cubreobjetos
e Tijeras

e Fundas plasticas
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b)

Embudos

Mortero

Cajas Petri

Tubos de ensayo

Vasos de precipitacion
Frasco hueco de 500 ml
Mortero

Papel filtro

Papel toalla

Algodén

Papel aluminio
Cémaras humedas
Material vegetal: Fruta de tomate de arbol

Propdleo

Equipos

Cémara de flujo (N-BIOTEK)
Microscopio

Estufa (MEMMERT)
Congelador

Pie de rey
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e Balanza analitica (aeADAM)

e Agitador magnético (Wisd: MSH-220D)

e Incubadora con agitacion (N-BIOTEK: 205L)
e (Camara de Neubauer (BOECO Germany)

e Pipetas

e Autoclave (N-BIOTEK: NM-1080)

c) Insumos

e Azul de metileno

e Papa Dextrosa Agar (TITAN BIOTECH LTD.)
e Hipoclorito de sodio

e Alcohol (NOVACHEM)

e Aguadestilada

4.2 . Tratamientos

El factor en estudio de la presente investigacion son las dosis del EEP frente al fitopatdgeno
Colletotrichum spp mediante pruebas de antibiogramas tomando como referencia las dosis
del EEP empleadas por Campo et al., (2018) en su investigacion y sus recomendaciones para

asi plantear los tratamientos mencionados en la siguiente tabla:
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Tabla 3.

Detalles de los tratamientos

Tratamiento Codigo Descripcion

1 Dosis alta (T1) 30 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de
etanol al 96 %

2 Dosis media (T2) 20 g del prop6leo y se diluyen en 100 ml de
etanol al 96 %

3 Dosis Baja (T3) 10 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de
etanol al 96 %

4 Quimico (TQ)
0,30 I/ha azoxystrobin y difenoconazole (13-
metoxiacrilico y difenoconazole)

5 Testigo (T)

Alcohol Etilico 96 %

4.3.Disefo experimental

Se utiliz6 un disefio completamente al Azar (DCA)
e Tratamientos: 5
e Repeticiones: 3

e Unidades Experimentales: 15

4.4.Variables independientes

4.4.1. Concentracion de extracto etanolico de propéleo EEP
La concentracion para la evaluacion del extracto de propoleo se determind de acuerdo a la
metodologia empleada por Pinedaet al. (2010) y Campo et al, (2018). Todos los ensayos se

ejecutaron por triplicado con las diferentes concentraciones de EEP para evaluar la eficiencia

de inhibicion en condiciones in-vitro. Las concentraciones a emplear son:
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e Tratamiento 1: 10 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de etanol al 96 %, (Dosis
alta)

e Tratamiento 2: 20 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de etanol al 96 %, (Dosis

media)

e Tratamiento 3: 30 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de etanol al 96 %, (Dosis
baja)

e Tratamiento 4: 0,30 l/ha azoxystrobin y difenoconazole (B-metoxiacrilico y

difenoconazole), (Control positivo)

e Tratamiento 5: Alcohol Etilico 96 % (Testigo)

4.5.Variables dependientes

Las variables evaluadas fueron tres parametros de inhibicion a considerar segin Campo et
al, (2018) y Hernandez et al, (2018) que estan asociados con la respuesta a las diferentes
concentraciones de EEP.

e Halo de inhibicion

El porcentaje de inhibicion de los microorganismos empleando la técnica de antibiograma
con sensidiscos humedecidos impregnados de EEP. Las placas se incubaron durante 6 dias
y se midieron con pie de rey el didmetro de inhibicién del micelio cada 24 h. Para la
evaluacion de la capacidad antifungica del extracto de propdleo se midio el porcentaje de

inhibicion (Ecuacion 1) de acuerdo a la metodologia empleada por Pineda et al., (2010) y
Campo et al, (2018)

e Incidencia

Esta variable se tomo a los 17 dias después de la aplicacion con los diferentes tratamientos.
El porcentaje de incidencia se determin6 dividiendo el nimero de frutos enfermos entre los

frutos evaluados y multiplicandos por 100, para los diferentes ensayos de las camaras
himedas aplicados con el EEP (Hernandez et al., 2018).
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e Severidad

Esta variable se tom6 a los 17 dias después de la aplicacion con los diferentes tratamientos,

para la severidad se evalud con una escala de 5 clases: 1:0 %, 2:1-25 %, 3:26-50 %, 4:51-75
%, y 5:76-100 % (Figura 5) en donde se puede observar en los diferentes ensayos el grado

de dafio en la superficie de cada fruto con sintomas de Colletotrichum spp (Hernandez et al.,
2018).

4.6.Esquema de unidades experimentales

Las unidades experimentales consisten en la técnica de antibiogramas con sensidiscos
humedecidos con el EEP a las concentraciones determinadas (Tabla 3) de acuerdo con la
metodologia de Pineda et al., (2010) y Campo et al., (2018). Considerando el disefio
experimental DCA, se resolvio realizar una aleatorizacion en el programa estadistico R
(version: 1.1.463) teniendo como resultado el siguiente Figura 3:

Figura 3.

Disefio completamente al azar para la prueba de antibiogramas.

R1TS R2T5 R1T3 R3 TS5 R1T4
o O o O o O o O o O
o O o O o O o O o O

R3 T4 R1T2 R2T3 R1T

R2 T4 1
o O o O o O o O o O
o O o O o O o O o O

R3 T3 R2 T2 R2T1 R3 T2 R3T1
o O o O o O o O o O
o O o O o O o O o O
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4.7 .Andlisis de Varianza

Para el analisis de los resultados de las variables en el presente trabajo se aplicé un DCAYy
sus resultados fueron examinados estadisticamente mediante el Andlisis de Varianza
(ADEVA)Yy el nivel de significancia por la prueba de Tukey 5 %, todos los registros se los

analiz6 mediante el programa R Studio (version libre 1.4.1717).

Tabla 4.
Esquema ADEVA
Fuentes de Variacion GL (Grados de Libertad)
Total 14
Tratamientos 4
Error Experimental 10

4.8.Manejo del Ensayo

4.8.1. Recoleccion y aislamiento del hongo Colletotrichum spp a partir de material

vegetal Solanum betaceum Cav. en condiciones de laboratorio.

El hongo Colletotrichum spp se aisldé de frutos de tomate de arbol con sintomatologia de
antracnosis, provenientes de mercados de la ciudad de lbarra. Estos frutos fueron

transportados en fundas herméticas al laboratorio de microbiologia.

Segun la metodologia a aplicar por Campo et al., (2018) y Chacin et al., (2013) se realiz6 la
desinfeccion con solucién jabonosa por 5 min, agua destiladapor 3 min, hipoclorito desodio
al 10 % por 5 min, tres enjuagues en agua destilada por 3 min cada uno, un enjuague en
alcohol al 70 % por 5 min y posteriormente en agua destilada por 3 min para secar con papel
absorbente esteril.
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Luego se sembrd el tejido con selecciones en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) se
realizaron tres siembras en PDA de los ex plantes del fruto y resiembras sucesivas de los
microorganismos para aislarlos, para la caracterizacion macro y microscopica se tomé la
tercera siembra purificada. Los caracteres considerados fueron color y forma de la colonia,

color del micelio. A partir de esta prueba se tomaron el micelio y se replicaron en PDA para
evaluar la capacidad antifungica de los extractos (Chacin et al., 2013).

4.8.2. Obtencién de Extracto Etandlico de Propoleo (EEP)

Para la recoleccion del EEP se recolect6 el propéleo en los apiarios seleccionados que deben

ser colmenas con abundante poblacion de abejas, buena postura de las reinas y dos alzas, se
debera recolectar alrededor de 17 a 30 gramos de propdleo.

Una vez recolectado el material, se almacena en frascos ambar y se conservara a -18 °C hasta
su analisis. Para hacer la recoleccion de muestras de propéleo se usé el método de raspado
directo con palanca de acero inoxidable con las cuales se removera el propdleo (Chaillou et
al., 2004; Manrique, 2006).

4.8.3. Preparacion de los extractos de propdleo:

La metodologia de extraccion del propdleo se realizd teniendo en cuenta el Cddigo
Alimentario Argentino y varios articulos cientificos Popova et al., (2004) y Martinez, (2009)
cuyos autores reportaron extraccion etanolica de propéleos (EEP). El proceso generalizado
es el producto de la mezcla de varias metodologiasy el ajuste de éstas a nuestras situaciones
de trabajo.

En un mortero se macera la resina, hasta reducir su granulometria, después se pesaron 30 g
y se diluyen en 100 ml de etanol destilado al 96 %, luego se deja en recipientes envueltos en
papel aluminio sobre un agitador por 48 h a temperatura ambiente; la mezcla se centrifugo a
3000 rpm. 10 min y se filtra por gravedad, al filtrado se le adicionan 10 ml de agua destilada
y se deja en refrigeracion hasta que se precipite toda la cera, se hara filtracion dos veces

hasta ya no observar presencia de ceras, (Popova et al., 2005; Martinez, 2009). El extracto
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etanolico resultante se sometera a una temperatura de 40°C, la resina obtenida se embotella
en frascos color ambar y se conservaran en refrigeracion hasta el momento de utilizar para
las ensayos (Martinez, 2009).

4.9 Variables en estudio

4.9.1. Técnica de antibiograma con sensidiscos humedecidos

Para la evaluacion de la capacidad antifungica del extracto de propoleo, se aplicé la técnica
de antibiograma con sensidiscos humedecidos con el extracto de las concentraciones
determinadas (Tabla 3.) acorde al métodoempleado por Pinedacet al., (2010). En los ensayos
se elaboraran con tres repeticiones. Las placas se incubaron durante 6 dias a 25°C y se medira

con pie derey el diametro de inhibicion del micelio cada 24 h.

Mediante Campo et al., (2018), el porcentaje de Inhibicion fue determinado empleando la
ecuacion 1:

% I (P) 100
=|—) %
0 B

Donde: | es el porcentaje de inhibicion, P es el promedio del crecimiento en mm de cada
tratamiento y B es el blanco absoluto (sin tratamiento). Se empled como control etanol al
96%.

4.9.2. Descripcion del método de cuantificacion de UFC

Hay diversos tipos de muestra en forma de suspension. Para ello, se colocaran 100ul de
suspension del hongo a explorar que en este caso seria Colletotrichum spp (Fila A), en la fila

superior de la gradilla. Después se depositaran 180ul de agua destilada esterilizada en el
resto de los tubos de ensayo (Fila B), con la ayuda de una pipeta.

Una vez lista la placa, se realizan las diluciones escalonadas en factor 1:10. Este paso se

realizard con la ayuda de la pipeta. Con puntas estériles se tomaran 20 pl de la muestra A 'y
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se transferiran a la siguiente fila (B), diluyendoy homogeneizando las muestras en el agua
contenidas en los tubos de ensayo; por medio de una re-suspension que consistira en subir y
bajar, durante 8 segundos, la suspension a través de las puntas de la pipeta. Lo ejemplares
de la fila B arrojaron en unadilucion 1/10. Se cambiaran las puntas de la pipetay se tomaran
20 pl de la dilucién 1/10 de la fila B y se transferirdn a la fila C volviendo a diluir y
homogeneizar la muestra durante 8 segundos. Entonces las muestras o ejemplares de la fila
C arrojan una dilucion 1/100. Este procedimiento se continuara realizando hasta diluir la
muestra 1/100000 en la fila F (Lugo et al., 2012).

Cada una de las diluciones (incluyendo las suspensiones iniciales de las muestras) sera
inoculada en los medios de seleccion o de crecimiento gelificado de acuerdo con el
experimento. Para esto se utilizara un replicador estéril, el cual permitira tomar un volumen
similar de cada una de las muestras de la placa y depositarlas en medio (contenido en placas
Petri). El volumen de las gotas que tomara cada prolongacion del replicador fue de 1,65 pl,
por lo que este valor se usara para los célculos de UFC/ml. Una vez que las muestras fueron
inoculadas en el medio gelificado respectivo, las placas se incubaron en condiciones 6ptimas
para el crecimiento del hongo, temperatura ambiente (£ 25 °C) (Lugo, et al., 2012).

Para determinar el nimero de UFC/ml en las muestras, se tomara el nimero de colonias de
la dilucion contable (ejm. 5colonias); asumiendo que una colonia es igual a una UFC/ml, el
valor equivale al nimero de UFC/ml que existe en el volumen de la gota que dejo el

replicador. Después mediante una “regla de tres”, se determinara el nimero de colonias que

hay en 100 ul y posteriormente en 1 ml (Lugo, et al., 2012).

Unavez determinadoel nimero de colonias en 1 ml, el resultado se multiplicara por el factor
de dilucion en la cual se contaran las colonias y asi se obtendra el namero de UFC/ml del

hongo de interés contenido en la muestra.
Ecuacion 2.

Numero de UFC x Factor de dilucién

UFC/ml =
/m ml de la muestra sembrada

25



4.9.3. Camaras humedas

Para la preparacion de la camara himeda se utilizaran envases transparentes previamente
esterilizados; luego, internamente se colocd papel absorbente himedo para que se mantenga
en condiciones dptimas para su desarrollo del hongo y con la presencia de luz/oscuridad y
temperatura ambiente (£ 25 °C). Posteriormente en este ensayo, se utilizd los diferentes
tratamientos de EEP para el desarrollo de Colletotrichum spp en las cAmaras himedas. Los
frutos de tomate de &rbol que se obtendran deben ser: con un tamafio uniforme y un indice
demadurez 5-6, correspondiente a un estado maduro (Figura 4.), para todos los tratamientos.

Figura 4:

Escala de color del tomate de arbol

Nota: Colorde 1 a 2: VERDE, 3a 4: PINTON y de 5 a 6: MADURO. Tomada de “Frutas

Frescas. Tomate De Arbol. Requisitos” (p. 5), por Norma Técnica Ecuatoriana (NTE-INEN
1909:2015), 2015.

Para considerar un tamafio uniforme se tomé en cuenta el calibre de la fruta, se determind
por el diametro maximo de la fruta, la longitud (mm) y la masa (g); la relacion entre calibre,

didmetro, longitud y masa, se presentan en la siguiente tabla:
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Tabla 5.

Calibres del tomate de arbol

) Diametro, D, Longitud, L Masa promedio, M,
Calibre
mm mm g
Grande D>55 L>70 M>120
Mediano 45 <D< 55 60<L< 70 60<M <120
Pequefio D< 45 L< 60 M< 60

Nota: El tamafio que se consideraron en las diferentes unidades experimentales fueron
Grande y Mediano. Tomada de “Frutas Frescas. Tomate De Arbol. Requisitos” (p. 4), por
Norma Técnica Ecuatoriana (NTE-INEN 1909:2015), 2015.

A cada frutase le realizd una laceracion de 0,05 cm con una aguja estéril y luego se inocul6
50 pl deuna suspensién de esporas de Colletotrichum spp a una concentracion de 10° esporas
ml. Después de 24 h los frutos se sumergieron en las diferentes dosis de EEP. Y se secaron
a temperatura ambiente (28 £ 2 °C). Los tratamientos control consistiran en sumergir los
frutos en alcohol y otros en el fungicida sintético azoxystrobin 200 g/l y difenoconazole 125
g/l (B-metoxiacrilico y difenoconazole) a una concentracion de 0,3 I/ha deacuerdo a las dosis
recomendadas por el fabricante. Los frutos serdn almacenados en céamaras de
almacenamiento a 14 £ 2 °C y otros a temperatura ambiente (28 + 2 °C). Para cadauno de
los tratamientos se utilizaran tres repeticiones con 10 frutos. El porcentaje de incidencia y
severidad se evalud a los 17 dias, después en frutos almacenados a 14 + 2 °C y a los 2 dias
en frutos almacenados a temperatura ambiente. El porcentaje de incidencia se determind
dividiendo el numero de frutos enfermos entre los frutos evaluados y multiplicandos por
100. La severidad se evalu6 con una escala de 5 clases: 1:0 %, 2:1-25 %, 3:26-50 %, 4:51-
75 %, y 5:76-100 % de la superficie del fruto con sintomas de Colletotrichum spp
(Hernandez et al., 2018).
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Figura 5.

Diagrama para cuantificar la severidad en Solanum betaceum

1 2 3 4 5

f

Nota: con una escala de 5 clases: 1:0 %, 2:1-25 %, 3:26-50 %, 4:51-75 %, y 5:76-100 %.
Adaptado de Hernandez et al., (2018).
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CAPITULOV

5. RESULTADOSY DISCUSION

5.1.Resultados y Discusion

5.1.1. Caracterizacion del hongo Colletotrichum spp.

Se recolectaron cinco frutos con sintomatologia tipica de la enfermedad del ejemplar
Solanum betaceum Cav., de los cuales se obtuvieron cuatro fragmentos de cada 6rgano, que
fueron sembrados en cuatro cajas Petri con agar PDA. Transcurridos el tiempo a temperatura

ambiente se identificd la posible presencia de Colletotrichum spp.

5.1.2. Pruebas macro y microscopicas

Para la identificacién macroscépica se tomo en cuenta las estructuras que se pueden observar
asimple vista y que permiten la diferenciacion de otros microorganismos. Elanalisis se llevo
a cabo de acuerdo a Falconi et al., (2013) sostiene que todos los aislamientos expresan
pigmentacion blanco grisaceo. El desarrollo de los aislamientos es regular y progresivo en
el agar PDA y posteriormente de diez diasa 17 + 2 ° C a la luz del dia, en el &rea de la caja
Petri es cubierta. También, los aislados de la fruta de tomate de arbol se forma micelio aéreo
blanco ligeramente palido, algodonoso y a menudo denso cerca del centro. En resumen, el
color de la colonia de los aislamientos de la fruta cambia su pigmentacién con en el
transcurso deltiempo deblanco a oscuro y los conidios de color salmén rosado. El porcentaje
de crecimiento es mas uniforme entre aislamientos a 25 ° C, mientras que a 30 ° C la tasa de

crecimiento de los hongos se reduce.
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Figura 6.

Aislamiento del hongo Colletotrichum spp del fruto de tomate de arbol

A) B) C)

Las caracteristicas de la Figura 6 son similares a las reportadas por Falconi et al., (2013);
Caicedo et al., (2017) y Castro et al., (2019). Las coloraciones claras son asociadas con C.
acutatum y para el conjunto de aislados la morfologia de la colonia (superficie By C) fue
consistente con descripciones publicadas para las especies del complejo C. acutatum.

Figura 7.

Observacion microscopica de Colletotrichum spp (a partir del sustrato de Solanum

betaceum)
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El desarrollo de los distintos aislados fue semejante y progresivo en medio PDA 'y después
de 13 dias a temperatura ambiente la caja Petri estuvo casi completamente recubierta por los

aislados.

Segun Oliveira et al., (2005) y Damm et al., (2012) menciona que el tipo de conidios
presentan un extremo redondeado como se muestra en la Figura 7 y un extremo agudo

correspondientes al tipo C. acutatum.

Sin embargo, Castro et al., (2019) y Caicedo et al., (2017) menciona que esta enfermedad es
a menudo poco confiable para determinar adecuadamente la especie a la que corresponde un
aislado, para estar seguros de la especie que se esta trabajando es necesario regirse de un
analisis molecular para su identificacion. En el género Colletotrichum, la especie C.
acutatum puede manifestarse 0 no como patogena (Sreenivasaprasad y Talhinhas, 2005).
Mientras que C. acutatum, C. asianum, C. boninense, C. tamarilloi y C. theobromicola no
son especificos y pueden desarrollarse en otros hospederos (Cabrera et al., 2018).

5.1.3. Comparacion de la actividad antifungica del EEP mediante prueba de

antibiograma con sensidiscos humedecidos

Se realiz6 el conteo de esporas para preparacion del inoculo segun lo descrito en el apartado
4.9.2. (Conteo de UFC), obteniendo como resultado una concentracién de 10° esporas/ml

equivalente a 3 600 000 células.

5.1.3.1.Porcentaje de Inhibicion (%ol)

Las mediciones de los halos de inhibicion se realizaron durante tres dias en un periodo de
siete dias, en la Tabla 6 se detallan los halos de inhibicion generados por los diferentes
tratamientos, teniendo en cuenta también los halos de inhibicion formados por el control
positivo, considerando que previamente se calculo el promedio de los halos formados por

cada tratamiento.
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Para conocer la efectividad de los tratamientos evaluados sobre el crecimiento in-vitro de
Colletotrichum spp se calculo el porcentaje de inhibicién de cada uno de los tratamientos

mediante la ecuacion 1. En la Tabla 6, los tratamientos poseen una actividad antifingica
significativa contra Colletotrichum spp.

El tratamiento T3 generéd un mayor halo de inhibicion con un diametro promedio de 15,80
mm y presenta un porcentaje de inhibicion medio del 27,34 % en la dosis alta de EEP,
también cabe mencionar que el tratamiento positivo TQ es aquel que tiene mayor halo de

inhibicion de 20,59 mm con el porcentaje de inhibicién del 100%.

Tabla 6.

Porcentaje de inhibicion del hongo Colletotrichum spp.

Extracto Tratamiento Halos de Control Porcentaje de
inhibicion positivo inhibicion

(mm) (mm) (%)
EEP 10 g 100/ml T11 12,69 17,06
(Dosis baja) T12 12,59 24,17 13,12
T13 12,44 11,56
EEP 20 g 100/ml T2 1 15,83 30,04
(Dosis media) T2 2 13,02 24,17 14,91
T2 3 12,50 11,83
EEP 30 g 100/ml T31 15,59 29,03
(Dosis alta) T32 15,65 24,17 15,79
T3 3 16,14 26,88

El porcentaje de inhibicion frente a otros estudios como menciona Campo et al., (2018) la
mejor dosis del EEP fue al 10 % en una localidad de Oripaya (18,82%), seguida del EEP de
los Patios (20%) con el 13,01% y de la localidad de San Cayetano no present6 efecto frente
al crecimiento del hongo, los sensidiscos fueron cubiertos por el micelio de C.
gloeosporoides. Otro estudio, realizados por Gonzélez et al., (2016) quienes afirman que el
extracto preparado al 10% es efectivo para inhibir a C. gloeosporoides agente causal de

antracnosis en plantas cultivadas.
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Otros ensayos similares, demuestran que el EEP a concentraciones de 500 y 1.000 mg/ml
fue moderada, teniendo como mayor efecto de inhibicion del crecimiento micelial sobre el
hongo C. acutatum superior al 34 %, luego de 4 dias de incubacion; en estas mismas
condiciones, el crecimiento micelial fue reducido para las especies C. gloeosporioides y
Penicillium spp entre 20 y 30 %. (Palomino et al., 2010). También, Pineda et al., (2010)
menciona en su estudio que las diluciones del propoleo al 15 %, 20 % y 30% ejercieron un
efecto similar sobre C. gloeosporioides, considerando que resultaron iguales en su accion

sobre el patégeno.

En general, la actividad antimicrobiana de los propéleos se atribuye a la diferencia entre los
distintos perfiles del contenido acidos fenodlicos, flavonoides que presenta el prop6leo que
son los responsables de la bioactividad Chaillou y Nazareno (2009); es decir, la efectividad
esta relacionada con el origen geografico y botanico del propoéleo (Ahn et al., 2007), incluso

Manrique (2006) afirma que puede influir el tiempo de recoleccion del mismo para su mejor
inhibicion.

5.1.3.2.Comparacion de la actividad antifungica del EEP

Con la finalidad de comparar la eficacia de los tratamientos aplicados sobre el crecimiento
in-vitro de Colletotrichum spp se procede a realizar el andlisis estadistico en R studio,
empleando un Test de Normalidad para determinar se utilizé la herramienta Shapiro-Willk,
en donde el valor p-valor =0,05941, el resultado es mayor al valor de significancia 0,05; por
ende, el supuesto de normalidad se cumple e indica una distribucion normal de los diferentes
datos, lo que permite realizar el andlisis de varianza ADEVA aplicando un Disefio
Completamente al Azar. En la Tabla 7 se puede observar los resultados obtenidosdel andlisis
de varianza, en donde el valor p-valor = 9,33 e1? es menor que el F calculado (Fo). Por
ende, los diferentes tratamientos se comportan de diferente manera. El analisis mencionado
nos muestra un coeficiente de variacion muy bajo de 2,38 % lo que lo que nos quiere decir
que los datosde diametro de inhibicion son mas homogéneos y por ende vamos a tener mejor
manejo de la variacion de los mismo.
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Tabla 7.

Anélisis ADEVA sobre el didmetro de inhibicién de EEP sobre Colletotrichum spp.

F.V. GL SC MC Fo p-valor Sig.
Tratamientos 4 246,30 61,5 572 9,33¢12 **
Residuales 10 1,08 0,11

* Diferencia significativa (p<0,05); ** Diferencia altamente significativa (p<0,01); ns No
existe diferencia significativa (p>0,05)

Nota: F.V.=Fuentes de Variacion, GL= Gradosde Libertad, SC= Suma de Cuadrados, CM=
Cuadrados Medios, F= Valor F, Sig.= Significancia.

Alrealizar la prueba Tukey al 5%, en la Figura 8 se puede apreciar los rangos designificancia
en los diferentes tratamientos correspondientes al didmetro de inhibicion y nos lleva a
concluir que las disoluciones de EEP el tratamiento T3 es superior a las otras disoluciones
de EEP, ademas de que el primer cuartil del tratamiento T3 es superior al tercer cuartil del

siguiente tratamiento con mejores resultados que fue el tratamiento T2.

Ademés, se realiz6 una prueba Tukey para establecer el tratamiento que presenta mayor
significancia para la inhibicién del hongo Colletotrichum spp. En donde se puede comparar
las medias y rangos (Figura 8) de la variable didmetro de inhibicion frente a los diferentes
grupos de tratamientos. Donde nos indica la que el T2-T1 es similar al igual del grupo de
tratamientos T3-T2. Es decir, que el tratamiento con la disolucion del tratamiento T2 y al T1
se comportan de la misma manera; del mismo modo se asemejan las disoluciones del
tratamiento T3 y el T2, pero difieren entre los tratamientos T3-T1 en las disoluciones de
EEP.
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Figura 8.

Prueba Tukey al 5% para el diametro de inhibicion.
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Nota: T= Alcohol Etilico 96% (Testigo), T1= 10 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de
etanol al 96% (Dosis baja), T2= 20 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de etanol al 96 %
(Dosis media), T3= 30 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de etanol al 96 % (Dosis alta),
TQ= 0,30 I/ha azoxystrobin y difenoconazole (Control positivo).

El promedio del didmetro del halo de inhibicion de los tratamientos T1, T2 y T3 es de
13,75mm. En comparacion con otros estudios como menciona Chaillou et al., (2004) el
diametro promedio dehalo deinhibicion fue 10,68 mm, esto indica la existencia de actividad

antimicrobiana de los extractos etanolicos.

Otros ensayos demuestran que tienen fuertes propiedades anti-fungistaticas como menciona
Dudoit et al., (2020) contra C. musae (81 = 1 % de inhibicion a 1,6 g) y otras fracciones
aisladas muestran porcentajes de inhibicion de 35 + 4 y 42 + 1 %, respectivamente, en el
crecimiento micelial.

Las diferencias entre el diametro de inhibicion observadas en este estudio en comparacion
con otros ensayos de EEP frente al hongo Colletotrichum spp, posiblemente se deba a la
actividad sinérgica entre sus componentes bioldgicos, principalmente entre los compuestos

como indica Dudoit et al., (2020) la medicarpina, el (3S)-vestitol y el (3S)-neovestitol fueron
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los principales compuestos identificadosen un tipo de EEP y gracias a estos tiene un gran

potencial inhibitorio.

5.1.4. Incidencia y severidad en camaras humedas
5.1.4.1. Incidencia

Con la finalidad de comparar la eficacia de los tratamientos aplicados sobre el crecimiento
in-vitro de Colletotrichum spp se procede a realizar el andlisis estadistico en R studio,
empleando un Test de Normalidad para determinar se utilizé la herramienta Shapiro-Willk,
en donde el valor p-valor = 0,152, el resultado es mayor al valor de significancia 0,05; por
ende, el supuesto de normalidad se cumple e indica una distribucion normal de los diferentes
datos, lo que permite realizar el andlisis de varianza ADEVA aplicando un Disefio
Completamente al Azar. En la Tabla 8 se puede observar los resultados obtenidosdel andlisis
de varianza, en donde el valor p-valor = 2,27 7 es menor que el F calculado (Fo). Por
ende, los diferentes tratamientos se comportan de diferente manera. El analisis mencionado
nos muestra un coeficiente de variacion bajo del 13,12 %, lo que nos quiere decir que los
datos de incidencia son homogéneos y por ende vamos a tener un manejo adecuado de la

variacion de los mismo.

Tabla 8.

Anélisis ADEVA sobre el porcentaje de incidencia de EEP sobre Colletotrichum spp.

F.V. GL SC MC Fo p-valor Sig.
Tratamientos 4 7827 1956,7 73,38 2,27e07 **
Residual 10 267 26,7

* Diferencia significativa (p<0,05); ** Diferencia altamente significativa (p<0,01); ns No
existe diferencia significativa (p>0,05)

Nota: F.V.=Fuentes de Variacion, GL= Gradosde Libertad, SC= Suma de Cuadrados, CM=
Cuadrados Medios, F= Valor F, Sig.= Significancia.

Al realizar la prueba Tukey al 5%, en la Figura 9 nos lleva a concluir que las disoluciones

de EEP el tratamiento T3 tiene el porcentaje mas bajo a las otras disoluciones de EEP,
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ademas de que el primer cuartil del tratamiento T3 es inferior al tercer cuartil del siguiente
tratamiento con mejores resultados que fue el tratamiento T2.

Ademés, se realiz6 una prueba Tukey para establecer el tratamiento que presenta mayor
significancia para la inhibicion del hongo Colletotrichum spp en las camaras humedas. En
donde se puede comparar las medias y rangos de la variable incidencia frentea los diferentes
grupos de tratamientos. Los frutos almacenados a temperatura controlada a los 17 dias
después de la aplicacion de los diferentes grupos de tratamiento, en donde nos indica la
Figura 9 la incidencia menor (10,0 %) de la enfermedad de antracnosis se obtuvo con el
control positivo (TQ), aunque estadisticamente no se diferencia del tratamiento donde se
aplico la disolucion alta (T3), pero difiere de la disolucién media (T2). La incidencia media
mayor (73,33 %) se registrd en el tratamiento testigo que consiste en alcohol etilico 96%.

La incidencia de antracnosis sélo disminuy6 ligeramente en los tratamientos T3 y T2 a los

17 dias dealmacenamiento con 23,33y 33,33 % respectivamente, comparando con el control
que presentd 73,33 %.

Figura 9.

Prueba Tukey al 5% para el porcentaje de incidencia.
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Nota: T= Alcohol Etilico 96% (Testigo), T1= 10 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de
etanol al 96% (Dosis baja), T2= 20 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de etanol al 96 %
(Dosis media), T3= 30 g del propoleo y se diluyen en 100 ml de etanol al 96 % (Dosis alta),
TQ= 0,30 I/ha azoxystrobin y difenoconazole (Control positivo).
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5.1.4.2.Indice de Severidad

Con la finalidad de comparar la eficacia de los tratamientos aplicados sobre el crecimiento
de Colletotrichum spp en camaras himedas, se procede a realizar el analisis estadistico en R
studio, empleando un Test de Normalidad para determinar se utiliz6 la herramienta Shapiro-
Willk, en donde el valor p-valor = 0,0576, el resultado es mayor al valor de significancia
0,05; por ende, el supuesto de normalidad se cumple e indica una distribucién normal de los
diferentes datos, lo que permite realizar el andlisis de varianza ADEV A aplicando un Disefio
Completamente al Azar. En la Tabla 9 se puede observar los resultados obtenidosdel andlisis
de varianza, en dondeel valor p-valor = 9,73e7% es menor que el F calculado (Fo). Por
ende, los diferentes tratamientos se comportan de diferente manera. El analisis mencionado
nos muestra un coeficiente de variacion bajo del 10,66 % por ende vamos a tener un manejo
adecuado de la variacion de los mismos, lo que nos quiere decir que los datos de severidad

son homogéneos y por ende vamos a tener un manejo adecuado de la variacion de los mismo

Tabla 9.

Andlisis ADEVA sobre el indice de severidad de EEP sobre Colletotrichum spp.

F.V. GL S.C. MC Fo p-valor Sig.
Tratamientos 4 437,1 109,28 87,42 9,73e-08 *x
Residuales 10 12,5 1,25

* Diferencia significativa (p<0,05); ** Diferencia altamente significativa (p<0,01); ns No
existe diferencia significativa (p>0,05)

Nota: F.V.=Fuentes de Variacion, GL= Gradosde Libertad, SC= Suma de Cuadrados, CM=
Cuadrados Medios, F= Valor F, Sig.= Significancia.

Al realizar la prueba Tukey al 5%, en la Figura 10 nos lleva a concluir que las disoluciones
de EEP el tratamiento T3 tiene el porcentaje mas bajo a las otras disoluciones de EEP,

ademas de que el primer cuartil del tratamiento T3 es inferior al tercer cuartil del siguiente
tratamiento con mejores resultados que fue el tratamiento T2.

Ademas, se realizd una prueba Tukey para establecer el tratamiento que presenta mayor
significancia para la inhibicion del hongo Colletotrichum spp en las cdmaras himedas. En
donde se puede comparar las medias y rangos de la variable incidencia frentea los diferentes

grupos de tratamientos. Los frutos almacenados a temperatura controlada a los 17 dias
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después de la aplicacién de los diferentes grupos de tratamientos, en donde nos indica la
Figura 10 el indice de severidad menor (0,65) de la enfermedad de antracnosis se obtuvo con
el control positivo (TQ), en los tratamientos donde se aplicé la disolucion T3 (1,28) y la
disolucion T2 (1,74) se comportan de la misma manera 0 son semejantes entre los
tratamientos. La severidad media mayor (3,47) se registrd en el tratamiento testigo que
consiste en alcohol etilico 96 %.

El indice de severidad de antracnosis solo disminuy6 ligeramente en los tratamientos T3 y

T2 alos 17 dias de almacenamiento con 2,13 y 2,73 respectivamente, comparando con el
control que presento 4,2.

Figura 10.

Prueba Tukey al 5% para el indice de severidad.
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Nota: Alcohol Etilico 96 % (Testigo), T1= 10 g del propoleo y se diluyen en 100 ml de
etanol al 96% (Dosis baja), T2= 20 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de etanol al 96 %

(Dosis media), T3= 30 g del propoleo y se diluyen en 100 ml de etanol al 96 % (Dosis alta),
TQ= 0,30 I/ha azoxystrobin y difenoconazole (Control positivo).

Los tratamientos con diferentes diluciones de propdleo evaluadas en esta investigacion no
presentan diferencias estadisticamente significativas en los tratamientos T3 y T2, por lo
tanto, las diluciones alta y media de propéleo resultaron similares en su efecto sobre el
crecimiento del micelio del patégeno y numéricamente la variacion en el porcentaje de
inhibicion dentro de ellas no fue superior al 8,31 %. Sin embargo, el presente estudio

presenta el primer reporte sobre incidencia y severidad en camaras himedas con tomate de
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arbol con el grupo de tratamientos T3, T2 y T1. Los estudios previos Unicamente se han
enfocado en la evaluacion de fungicidas quimicos (Campo et al., 2018; Sripong et al., 2020)
botanicos (Pérez et al., 2018; Gémez, 2020) y bioldgicos (Orozco, 2021).

Por otra parte, son limitados los estudios in-vivo e in-situ (campo o invernadero) para
contrastar informacion de incidencia y severidad frente al control de fitopatologias causadas
por hongos a través de la EEP. Sin embargo, en la presente década se ha prestado bastante
interés en la exploracion del propoleo, principalmente se ha estudiado su actividad
antibacteriana y fungicida (Hashemi, 2016). Incluso buscan las propiedades bioldgicas del
propoleo que ayuden principalmente en el area de pos-cosecha (Dudoit et al., 2020, Sripong
et al., 2020)

Particularmente, ensayos muestran similitudes en los diferentestratamientos como menciona
Pineda et al., (2010) en su estudio que las diluciones del propéleo al 15 % 20 % y 30%
ejercieron un efecto similar sobre C. gloeosporioides, considerando que resultaron iguales
en su accion sobre el patdgeno. Otros investigadores, como es caso de Campo et al., (2018)
demuestran en sus ensayos que el efecto inhibitorio puede ser las disoluciones al 30% con
el mayor porcentaje de inhibicion. Por otro lado, Dudoit et al., (2020) demuestra muy
minimas las concentraciones de EEP (81 + 1 % de inhibicidon a 1,6 g) y consiguen un alto
porcentaje de inhibicion. Esta diferencia de eficiencia del propdleo se debe a varios

pardmetros y caracteristicas del mismo (Silva-Carvalho et al., 2015).

Por tal motivo seria importante conocer la naturaleza quimica del EEP, al respecto Ahn et
al., (2007) y Silva-Carvalho et al., (2015) mencionan que la presencia de flavonoides y
acidos fendlicos en el propoleo son componentes significativos y responsables de la
inactividad contra numerosos microorganismos fitopatdégenos. Asimismo, la naturaleza
quimica de los extractos de propdleo varea de una ubicacién a otra, debido a la composicién
de las flores y de las especies botanicas existentes en cada territorio. Al respecto, Eguaras et
al., (1999) y Bankova et al., (2000) reportaron diversos tipos de fenoles, principalmente
acidos fenolicos (benzoico, cafeico, fertlico y cinamico) y flavonoides. Se han utilizado
técnicas cromatograficas analiticas y de preparacion, se han explicado al menos 241

compuestos quimicos presentes en el propoleo (Shuai et al., 2014).
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Debido a sus valiosas propiedades y a su no toxicidad, el propo6leo deberia ser propuesto
como un antioxidante natural atil en los alimentos y suplementos para conservar los
alimentos, prevenir muchas enfermedades mediadas por los radicales libres y beneficiar la
salud de los consumidores (Chaillou y Nazareno, 2009). Una investigacion adicional in vivo
revel6 que el EEP es una alternativa natural potencial para controlar la podredumbre de la
corona del platano sin reducir la pérdida de peso, mantener la firmeza y el cambio de color
dela corona del banano, y no afect6 el cambio de color de la cascara ni la firmeza del banano
(Dudoit et al., 2020; Sripong et al., 2020).
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CAPITULOVI

6. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

6.1.Conclusiones

e En base a los resultados obtenidos de la evaluacion de las variables en estudio se
puede determinar que el tratamiento con la dilucion que se desempefid mejor para
inhibir el hongo Colletotrichum spp, fue el tratamiento T3 con valores de 15,24 mm

de diametro que corresponde un porcentaje de 27,24 % en promedio de inhibicion.

e Se pudo determinar por medio de la observacion a los 17 dias, que el porcentaje de
incidencia en camaras himedas tratadas con las diferentes disoluciones de EEP el
tratamiento T3 tuvo un porcentaje promedio bajéo del 23,33 %, aunque

estadisticamente son similares al tratamiento T2 con una diferencia del 10 % mayor
al T3.

e También, se pudo determinar por medio de la observacion a los 17 dias, que el indice
de severidad en camaras himedas tratadas con las diferentes disoluciones de EEP el

tratamiento T3 tiene el indice mas bajo de 1,28 mientras tanto el T2 se comporta
similar de 1,74.

e El propdleo es un compuesto bioactivo que puede ser aprovechado por grandes y
pequefios agricultores incluso después de su pos-cosecha sin afectar o exponer la
salud humana y brindar una seguridad alimentaria. Los apicultores, son los
principales comercializadores de ofrecer el material principal por ende tienen otro
ingreso econdmico a parte de la produccion de miel incluso de otros beneficios que
genera la abeja. El apicultor tiene nuevas oportunidades econdmicas de crear

productos bioactivos para el control de patégenos de manera segura.
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6.2. Recomendaciones

e Este hecho sugiere, que cualquiera de las dos disoluciones pueden ser utilizada en
pruebas para el control de la enfermedad en frutos pos-cosecha, recomendandole por
supuesto la de menor concentracion, sin embargo, es probable que concentraciones
del propoleos inferiores a 1 g/ml también pudieran tener el mismo efecto supresor
sobre el crecimiento de Colletotrichum spp. Por lo cual, deberian ser probadas para
tratar de bajar la concentracion a utilizar en estudios de control de antracnosis en

otros frutos de la localidad, con miras a una mayor eficiencia del producto.

e Continuar esta investigacion con propéleos de diferentes localidades (provincial o
nacional) para evaluar las propiedades bioactivas del propdleo de forma mas

especifica, ya que la diversidad vegetativa donde estan ubicados los apicultores
influyen en las propiedades del mismo.

e Se propone para futuras investigaciones adoptar las teorias relacionadas de la
presente investigacion a fin de canalizar los estudios orientados tal vez a otros tipos
defitopatdgenos de pos-cosecha defrutas o verduras de importancia socioeconémica

a nivel nacional.

e Conbase en los resultados obtenidos, autores recomiendan el uso de estos propoleos
como aditivos de origen natural para la conservacion de alimentos. Al encontrar
nuevas alternativas antifungicas como es el caso del poder del propdleo que tiene

beneficios para contrarrestar la propagacion del hongo en frutos como es en el caso
del tomate de arbol.
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Anexo 1

Tabla 10.

ANEXOS

Plan de Actividades en el periédico académico

Actividad

Recoleccion
del propoleo

propodleo

Extractos de

las muestras

Recoleccion de

Identificacion
del hongo

Antibiogramas

Pruebas de

Camara
himedas

datos

Recoleccion de

resultados

Analisis de
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Anexos 2

Recoleccion del propdleo y extraccion del propoleo

Figura 11.

Recoleccion del propdleo y extraccion del propoleo.

A)
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C)

Nota: A) Recoleccion del propdleo y preparacion de las diferentes disoluciones (10g, 20g y
30g) de propdleo en etanol al 96%, y precipitacion de la cera con la ayudade la incubadora
por un periodo de 72 horas. B) filtracion del EEP en tubos de ensayo para realizar los

antibiogramas correspondientes. C) obtencion del EEP para las cAmaras hiumedas.
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Anexos 3

Recoleccion de las muestras y aislamiento del hongo
Figura 12.

Recoleccion de las muestras y aislamiento del hongo.

Nota: Para el aislamiento del fitopatogeno se procede: A) Seleccién y tratamiento del tejido

enfermo de las muestras del fruto de tomate de arbol; B) y C) Siembra de las muestras en
medio nutritivo PDA; D) Resiembra de las colonias aisladas
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Anexo 4

Figura 13.

Cuantificacion e identificacion del hongo Colletotrichum spp.

A)

Nota: A) Cuantificacion del hongo Colletotrichum spp en la camara de Neubauer B)
Identificacion del hongo
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Anexos 5

Pruebas de Antibiogramas

Figura 14.

Pruebas de antibiogramas con el fitopatdgeno de antracnosis en un periodo de 72 horas.
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Nota: T= Alcohol Etilico 96 % (Testigo), T1= 10 g del propoleo y se diluyen en 100 ml de
etanol al 96% (Dosis baja), T2= 20 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de etanol al 96 %
(Dosis media), T3= 30 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de etanol al 96 % (Dosis alta),
TQ= 0,30 I/ha azoxystrobin y difenoconazole (Control positivo), frente al hongo

Colletotrichum spp.
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Anexo 6

Figura 15.

Camaras himedas

A)

B)
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Nota: T= Alcohol Etilico 96 % (Testigo), T1= 10 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de
etanol al 96% (Dosis baja), T2= 20 g del propdleo y se diluyen en 100 ml de etanol al 96 %
(Dosis media), T3= 30 g del prop6leo y se diluyen en 100 ml de etanol al 96 % (Dosis alta),
TQ= 0,30 I/ha azoxystrobin y difenoconazole (Control positivo), frente al hongo

Colletotrichum spp.
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Anexo 7

Recoleccion de datos

Tabla 11.

Recoleccion de datos del halo de inhibicion en (mm)

Halo de inhibicién {(mm)

Trata. 24h 72h
R1 R1 R2 R3
12,03 10,05 1221 13 .85 13,58 11,58
1 11,22 98 12,02 141 13,02 13,52
13,05 1281 11,88 1142 1246 111
10,95 10,67 11,25 982 12,78 1039
1242 10,19 10,72 12.5 10,75 13,05
™ 11,85 10,83 10,89 1147 109 13,08
11,83 10,46 123 1433 13,14 10,61
9.95 12 10,9 10,27 11,78 13,94
15,51 1474 13,95 16,14 17.56 1539
I3 1435 1537 14,13 17,62 1331 16,89
13,7 1418 14 48 16,12 16,82 1342
14,07 14,76 149 12,65 13,01 16,13
14,75 14,86 1545 23 88 23 81 21,65
TQ 148 15,76 14 81 20,88 21,71 22,57
16,31 1492 14 84 22.03 2262 21,14
1482 1524 16,27 22,19 22,02 1388
893 7.53 7.08 6.9 8.01 7.84
I 947 7.01 739 6,94 9.25 7.07
6.93 834 9.04 88 7.11 8.87
6.92 8,36 7.3 945 8,11 92

65



Tabla 12.

Recoleccion de datos de incidencia y severidad

R3

Trat Incidencia (%0)
R1 R2
T1 60 50
T2 30 30
T3 30 20
TO 10 10
T 70 70
Trat Indice de severidad
R1 R2
T1 3,01 2,54
T2 1,58 1,58
T3 1,60 1,13
TQ 0,65 0,65
T 3,47 3,47

R3
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