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RESUMEN

Las plantas son propensas a ser atacadas por diversos microorganismos patogenos, lo que
provoca importantes pérdidas tanto econdémicas como en el rendimiento de los cultivos. En el
caso del tomate rifion se ha visto afectada la calidad del producto debido a varias enfermedades,
pero la principal y que con mayor frecuencia se presenta se la conoce como tizon tardio
(Phytophthora infestans) y para poder tratar de solucionar este problema se ha realizado el uso
de extractos vegetales, tratando de reemplazar asi el uso de fungicidas sintéticos y que a su vez
reduzcan la contaminacion ambiental y el impacto negativo que estos presentan con el medio
ambiente. Este trabajo de investigacion tiene la finalidad de evaluar la actividad antifungica de
extractos vegetales de plantas como Molle (Schinus molle L) y Marco (Ambrosia arborescens
Miller) contra un fitopatdégeno Phytophthora infestans responsable de causar tizon tardio en el
fruto del tomate rifidn. Se selecciond dos especies vegetales mismas que fueron recolectadas en
la comuna Zuleta cantédn Ibarra provincia de Imbabura, las dos especies vegetales pasaron por
un proceso de deshidratacion para asi poder obtener un extracto total mediante un proceso
Ilamado maceracién dinamica y para ello se hizo uso de un solvente Illamado metanol a varias
concentraciones seriadas que son 500, 250,125 y 62.5 mg/ml con la ayuda de la metodologia
Kirby-Bauer, realizando la difusion directa en agar sobre el agente fitopatdgeno previamente
aislado Phytophthora infestans. En la actualidad ya se han evaluado los extractos vegetales para
varios cultivos entre estos estudios esta el cultivo de tomate rifidn. La gran diversidad de plantas
en que nos ofrece nuestra biodiversidad es una fuente de compuestos bioactivos para la
obtencion de potenciales extractos naturales que fortalezcan el control organico de las

enfermedades en el cultivo de tomate de arbol.

Palabras clave: Phytophthora infestans; Schinus molle L; Ambrosia arborescens Miller;

extractos vegetales; tizon tardio.
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ABSTRACT

Plants are prone to being attacked by various pathogenic microorganisms, which causes
significant losses both economically and in crop yields. In the case of the kidney tomato, the
quality of the product has been affected due to several diseases, but the main one that occurs
most frequently is known as late blight (Phytophthora infestans) and in order to try to solve this
problem, a the use of plant extracts, thus trying to replace the use of synthetic fungicides and in
turn reduce environmental pollution and the negative impact that these have on the
environment. This research work aims to evaluate the antibacterial and antifungal activity of
plant extracts from plants such as Molle (Schinus molle L) and Marco (Ambrosia arborescens
Miller) against a phytopathogen Phytophthora infestans responsible for causing late blight in
the kidney tomato fruit. In which, as a first step, the plant species were collected in the Zuleta
commune, Ibarra canton, Imbabura province, the two plant species went through a dehydration
process in order to obtain a total extract through a process called dynamic maceration and to
This was done using a solvent called methanol at various serial concentrations that are 500,
250,125 and 62.5 mg/ml with the help of the Kirby-Bauer methodology, performing direct
diffusion in agar on the previously isolated phytopathogenic agent Phytophthora infestans.
Currently, plant extracts have been evaluated for several crops, among these studies is the
kidney tomato crop. The great diversity of plants that our biodiversity offers us is a source of
bioactive compounds for obtaining potential natural extracts that strengthen the organic control

of diseases in tree tomato cultivation.

Keywords: Phytophthora infestans; Schinus molle L; Ambrosia arborescens Miller; vegetable

extracts; late blight.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Existen varios patogenos que llegan a afectar al fruto del tomate rifion entre ellos
Phytophthora infestans, principal agente causal de la enfermedad del tizon tardio, la enfermedad
es causada por abundantes precipitaciones y humedad relativa en el ambiente Ilegando a causar
dafios principalmente en los frutos, afecta mayoritaria a la epidermis del fruto provocando que la
calidad del producto disminuya, ademas de verse afectada la calidad y cantidad de la cosecha, se
Ilega a reducir la productividad de la planta y afectar su salud, provocando una disminucion en la
resistencia de la planta a enfermedades y plagas, reducir el valor comercial de la cosecha y afectar
los precios de los productos (Julian & Molano, 2006).

Para Andrade (2021), la produccion de tomate rifidn se enfrenta a numerosos desafios,
entre ellos, el tizon tardio, una enfermedad causada por el patégeno Phytophthora infestans, el
tizon tardio es una de las enfermedades mas devastadoras del tomate rifién, con el potencial de
causar pérdidas significativas en los rendimientos y la calidad de los frutos. Este patégeno puede
infectar todas las partes de la planta de tomate rifién, incluyendo hojas, tallos y frutos, causando
manchas foliares caracteristicas, pudricion de frutos y, en casos severos, la defoliacién completa
de la planta.

Ante esta problematica, en la actualidad los extractos vegetales que son una alternativa
natural y amigable con el medio ambiente, estos pueden llegar a aumentar la resistencia de la
planta de tomate rifion y a su vez poder combatir enfermedades y plagas que son lo que
comunmente ataca al cultivo. Los extractos vegetales son obtenidos a partir de plantas que
contienen principios activos como acidos fendlicos, flavonoides, ligninas, terpenos, etc. Estos
principios activos presentan propiedades antimicrobianas, antifingicas y antioxidantes que
ayudan a prevenir la infeccion y el dafio de las plantas. Los extractos vegetales pueden estimular
el crecimiento y desarrollo de las plantas, aumentar la resistencia al estrés y mejorar la calidad
y rendimiento de los frutos, siendo Gtiles para controlar la infestacion de insectos y aumentar la

resistencia a enfermedades.
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En los ultimos afios, ha habido un creciente interés en el uso de extractos vegetales como
alternativa a los productos quimicos sintéticos en la agricultura. Esto se debe a su capacidad
para proporcionar una serie de beneficios, que van desde fortalecer la resistencia de las plantas
contra enfermedades y plagas hasta mejorar la fertilidad del suelo y reducir el impacto ambiental
negativo de la agricultura convencional. (Correa, 2019).

Segun Tobar (2019), los extractos vegetales han emergido como una herramienta
prometedora en la agricultura debido a su capacidad para mejorar la salud de las plantas y
promover practicas agricolas mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente. Estos
extractos, derivados de una amplia variedad de plantas, contienen una rica diversidad de
compuestos bioactivos que pueden beneficiar tanto a las plantas como al entorno en el que

crecen.
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CAPITULO Il
OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antifungica in vitro de extractos totales de dos especies vegetales frente a

uno de los hongos patdgenos causales de tizon tardio (Phytophthora infestans) en tomate rifién.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar el rendimiento de los extractos totales de dos especies vegetales por
medio de un solvente orgéanico.

e Caracterizar molecularmente el hongo (Phytophthora infestans) causal de tizon
tardio en tomate rifion.

e Evaluar la actividad antiflngica in vitro de los extractos totales a través de ensayos

de bioactividad.

2.3. Hipotesis

Hipotesis Alternativa (Ha): El extracto total de las dos especies vegetales presentan actividad

antifangica

Hipotesis Nula (Ho): Ninguno de los dos extractos presentan actividad antifungica.

21



CAPITULO Il

ESTADO DEL ARTE

3.1. Extractos Vegetales

En condiciones in vitro los extractos vegetales llegan a inhibir en el crecimiento del
patégeno, de tal manera que hace mas facil el control de enfermedades de hortalizas y frutos,
los estudios que se han llegado a realizar con extractos vegetales han sido escasos tanto en
aspectos moleculares, bioquimicos y morfologicos tanto del hospedero como del patdégeno
(Niurka et al., 2007).

El estudio de Rodriguez y Martinez (2021), sobre la evaluacién de la actividad
antifungica de extractos vegetales contra Fusarium oxysporum en plantas de tomate, en el cual
se evidencio el potencial de los extractos vegetales como una alternativa prometedora para
controlar las enfermedades causadas por Fusarium oxysporum, obteniendo como resultado que
los extractos vegetales podrian utilizarse como agentes antifungicos naturales y seguros para el
control de patdgenos en la agricultura, ofreciendo una opcion mas sostenible y respetuosa con

el medio ambiente en comparacion con los fungicidas quimicos tradicionales.

Estos extractos vegetales se caracterizan por tener metabolitos secundarios los cuales
forman parte de las estrategias de defensa que la planta necesita y estos a su vez pueden ser
agrupados en compuestos nitrogenados, terpenoides y fenolicos estos hacen que los extractos
Ileguen a ser antivirales, antifungicos, antimicrobianos, inhibidores de germinacion los cuales

permiten proteger el cultivo de cualquier plaga o enfermedad (Celis et al., 2019).

Para Pérez (2019), los extractos vegetales tienen un gran potencial proteger los cultivos
de hortalizas contra plagas y enfermedades, ademas resalta la necesidad de realizar maés
investigaciones para optimizar las formulaciones y métodos de aplicacion de los extractos
vegetales, asi como para evaluar su seguridad y eficacia a largo plazo en diferentes sistemas de

cultivo.
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3.2 Propiedades de los extractos vegetales.

Los extractos vegetales poseen propiedades antifungicas los cuales presentan una
variedad de compuestos quimicos que acttan de diversas maneras para combatir hongos. Estos
compuestos pueden afectar la membrana celular del hongo, interferir con su metabolismo,
inhibir su crecimiento o incluso causar la muerte celular. A continuacién, se describen algunas
de las estructuras y mecanismos comunes que pueden encontrarse en los extractos vegetales con

actividad antifungica (Rincon, 2014).

e Componentes lipofilicos: Muchos extractos vegetales contienen compuestos lipofilicos,
como terpenoides y acidos grasos insaturados, que pueden interactuar con los lipidos de
la membrana celular del hongo. Esto puede provocar la disrupcién de la integridad de la
membrana y la fuga de componentes celulares, lo que eventualmente conduce a la
muerte celular (Rincon, 2014).

e Polifenoles: Los polifenoles son compuestos que se encuentran en muchas plantas y
tienen propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Algunos polifenoles, como las
catequinas y los flavonoides, pueden interferir con las enzimas y procesos metabdlicos
dentro del hongo, lo que interrumpe su crecimiento y supervivencia (Rincon, 2014).

e Alcaloides: Los alcaloides son compuestos nitrogenados que se encuentran en algunas
plantas y tienen una amplia variedad de efectos bioldgicos. Algunos alcaloides, como la
berberina, la noscapina y la colchicina, tienen actividad antifngica al interferir con la
replicacion del ADN o afectar la funcién de las enzimas cruciales para el metabolismo
del hongo (Rincon, 2014).

e Saponinas: Las saponinas son compuestos que tienen propiedades tensioactivas y se
encuentran en muchas plantas. Pueden interactuar con la membrana celular del hongo,
causando su disrupcion y aumentando la permeabilidad, lo que lleva a la pérdida de
componentes celulares y eventualmente a la muerte celular (Rincon, 2014).

e Compuestos aromaticos: Algunos extractos vegetales contienen compuestos aromaticos,
como fenoles y terpenos, que pueden tener propiedades antifingicas. Estos compuestos
pueden interferir con la sintesis de la pared celular del hongo o afectar la funcion de las

enzimas esenciales para su supervivencia (Rincon, 2014).
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3.3 Obtencién de extractos

3.3.1. Extraccion Mecanica.

Se realiza por expresion la cual se basa en ejercer presion sobre una especie 0 materia
vegetal tratar y poder asi obtener un jugo para poder obtener los principios activos que se
requieran o también se puede realizar mediante cortes para asi poder obtener fluidos de la planta
(Osorio, 2009).

3.3.2. Destilacion.

Se basa en tener material vegetal molido y proceder a colocar en una cdmara que sea de
acero inoxidable de manera que este logre circular. La destilacion se basa en la diferenciacién
de los puntos de ebullicion de los componentes presentes en la muestra, permitiendo la

separacion de los compuestos volatiles de los no volatiles (Pérez, 2009).

3.3.3. Extraccion con fluidos supercriticos.

Se basa en tener material vegetal molido y proceder a colocar en una camara que sea de
acero inoxidable de manera que este logre circular. Es una técnica de separacion y purificacion
que utiliza fluidos supercriticos, como diéxido de carbono (CO2) en condiciones supercriticas,

para extraer componentes especificos de una muestra (Pérez, 2009).

3.3.4. Extraccion con solventes.

Este proceso implica el uso de un solvente para disolver selectivamente los compuestos
de interés de la mezcla original. Obtener principios activos de una especie vegetal cuando se
encuentre en contacto con un solvente 0 mezcla para asi poder solubilizar dichos principios
(Pérez, 2009).

Gonzélez y Enriquez (2020), realizaron un estudio sobre optimizacién de la extraccion
con solventes de compuestos antifngicos de plantas medicinales para el control de
enfermedades fungicas en cultivos, en el cual los resultados mostraron que la eleccion del
solvente y las condiciones de extraccion tuvieron un impacto significativo en el rendimiento de
extraccion y la actividad antifungica de los extractos vegetales, ademas se observaron
diferencias en la eficacia antifungica de los extractos obtenidos con diferentes solventes, siendo

algunos maés efectivos que otros para inhibir el crecimiento de hongos fitopatdgenos.
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3.4. Especies Vegetales en estudio.

3.4.1. Especie Vegetal Schinus molle L.

El Molle, conocido cientificamente como Schinus molle L, es un &rbol originario de
Ameérica del Sur que se encuentra cominmente en paises como Ecuador, asi como en otros
paises de la region, como Per, Chile, Argentinay Bolivia. EI Molle es un arbol de hoja perenne
que puede crecer hasta 15 metros de altura. Tiene una copa amplia y ramificada, con ramas
colgantes y follaje denso. Sus hojas son compuestas y lanceoladas, de color verde brillante (De
La Torre et al., 2014).

Se encuentra distribuido en varias regiones del pais, especialmente en zonas secas y
semisecas de la costa, sierra y oriente ecuatoriano. Puede encontrarse tanto en areas silvestres
como en areas urbanas. En Ecuador, el Molle ha sido utilizado tradicionalmente con diversos
fines. Sus frutos son consumidos frescos y también son utilizados para la elaboracion de bebidas
alcohdlicas como la chicha. Las hojas y la corteza del arbol tienen propiedades medicinales y se
utilizan para tratar diversas afecciones, como problemas digestivos y respiratorios (De La Torre
etal., 2014).

Figura 1
Schinus molle L.

3.4.2. Actividad biolodgica de la especie vegetal en estudio.
Posee varias actividades bioldgicas debido a los compuestos quimicos presentes en sus

partes, como hojas, frutos, corteza y semillas. EI Molle ha sido utilizado en la medicina
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tradicional de diversas culturas sudamericanas debido a sus propiedades medicinales. Se le
atribuyen propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas, analgésicas y

antivirales (Rincon, 2014).

Investigaciones han demostrado que extractos de diferentes partes de Schinus molle L
poseen actividad antimicrobiana contra una variedad de bacterias y hongos patégenos. Estos

efectos pueden ser (tiles en el tratamiento de infecciones bacterianas y fangicas (Rincén, 2014)

3.4.3. Especie Vegetal Ambrosia arborescens Miller

Ambrosia arborescens Miller es una planta herbacea perenne que crece hasta una altura
de aproximadamente 1 metro, presenta tallos erectos y ramificados, con hojas alternas,
lanceoladas y dentadas. Las flores son pequefias, de color amarillo verdoso, dispuestas en
inflorescencias terminales. Se encuentra principalmente en las regiones tropicales y
subtropicales de América del Sur, incluyendo Ecuador. Puede encontrarse en una variedad de
habitats, como bordes de caminos, campos agricolas, areas perturbadas y margenes de bosques
(Gonzalez, 2004).

Esta planta se llega a reproducir principalmente por semillas, las cuales son dispersadas
por el viento. Es una especie que puede crecer rapidamente y colonizar areas perturbadas. Sus
flores producen abundante polen, lo que puede causar alergias en algunas personas (Gonzélez,
2004).

Figura 2
Ambrosia arborescens Miller.
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3.4.4. Actividad bioldgica de la especie vegetal en estudio.

Existe evidencia cientifica que respalde el uso de Ambrosia arborescens Miller como un
agente de control de hongos. De hecho, Ambrosia arborescens Miller es mas conocida por sus
efectos alergénicos y su potencial invasivo en algunas regiones, en lugar de ser reconocida por
sus propiedades fungicidas. La mayoria de las investigaciones relacionadas con Ambrosia

arborescens Miller se centran en su polen alergénico y su capacidad invasora (Gonzalez, 2004).

3.5. Phytophthora infestans.

Para Gonzalez (2022), el impacto del tizon tardio causado por Phytophthora infestans
conlleva un sinnimero de desventajas en la produccion de tomate rifidn ya que este patégeno
tiene una répida propagacion durante periodos de alta humedad y temperaturas moderadas, esta
enfermedad afecta tanto a la cantidad como a la calidad de los frutos, resultando en una
disminucion del rendimiento y una menor comercializacion de los mismos en el mercado debido
a su aspecto y sabor los cuales se ven comprometidos. Ademas, se identificaron costos
adicionales asociados a la implementacion de medidas de control, como la aplicacion de
fungicidas y practicas de manejo cultural, lo que aumenté los costos de produccién para los

agricultores.

Es una especie de oomiceto, un tipo de organismo microscopico que se asemeja a los
hongos pero que estd mas estrechamente relacionado con las algas pardas. Es una de las
enfermedades mas destructivas que afectan a los cultivos de papa y tomate en todo el mundo y
puede causar pérdidas significativas en la produccion si no se controla adecuadamente, ademas
es un patégeno de plantas que causa una enfermedad conocida como tizén tardio o mildiu de la

papa y del tomate (De La Torre et al., 2014).

El ciclo de vida de Phytophthora infestans incluye dos fases: una fase asexual, en la que
produce esporangios y zoosporas que son liberadas y pueden infectar las plantas vecinas, y una
fase sexual, que ocurre en condiciones de alta humedad, donde se forman estructuras de
resistencia llamadas oosporas que pueden sobrevivir durante largos periodos en el suelo y en los

restos de plantas infectadas. Se dispersa principalmente a través del agua, ya sea por salpicaduras
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de lluvia o riego, asi como por el viento, que puede transportar las esporas a largas distancias.

También puede ser transportado en material vegetal infectado (De La Torre et al., 2014).

3.5.1. Propagacion de Phytophthora infestans.
Se propaga principalmente a través de diferentes formas de esporas (zoosporas) que son
liberadas al medio ambiente y pueden dispersarse a través del agua, el viento, el movimiento

humano y los vectores biol6gicos (Bhagariya y Prajapati, 2019).

Son estructuras de reproduccién sexual que se producen en las oosporas, que son
esféricas y resistentes a condiciones adversas. Los espermatios pueden fusionarse con los évulos
de las oosporas en condiciones de alta humedad para formar nuevas oosporas, lo que contribuye

a la supervivencia y propagacion del patégeno (Bhagariya y Prajapati, 2019).

3.5.2. Sintomas.

Inicialmente, se pueden observar pequefias manchas de color verde oscuro en las hojas
de las plantas infectadas. Estas manchas suelen aparecer en el borde de las hojas y pueden
expandirse rdpidamente, conforme la infeccion avanza, las manchas foliares se agrandan y las
hojas comienzan a marchitarse y volverse amarillentas. Esto puede provocar un rapido deterioro

de las hojas, especialmente en condiciones de alta humedad (Martinez, et al., 2017).

En etapas avanzadas de la enfermedad, el tizon tardio puede causar la descomposicion
del tallo de la planta, lo que conduce a la caida prematura de las hojas y los frutos. Los frutos
infectados pueden desarrollar manchas marrones o negras, volverse blandos y pudrirse. En
algunos casos, Phytophthora infestans puede infectar las raices de las plantas, causando

sintomas de pudricion y debilitamiento del sistema radicular (Martinez, et al., 2017).

3.5.3. Morfologia.
Phytophthora infestans tiene una morfologia caracteristica que incluye varias estructuras

que son importantes para su ciclo de vida y propagacion.

e Esporangio: Es una estructura de reproduccion asexual que se encuentra en la parte

superior de un esporangidforo, un tallo delgado y erecto. Los esporangios contienen
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numerosas zoosporas, que son esporas moviles que se liberan cuando las condiciones
son favorables (Jeewon, et al., 2002).

Zoosporas: Son esporas moviles que se forman dentro de los esporangios. Las
zoosporas tienen un flagelo que les permite moverse en el agua y son importantes para
la dispersion y la infeccion de las plantas huésped (Jeewon, et al., 2002).

Oospora: Es una estructura de reproduccion sexual que se forma en condiciones de alta
humedad. Las oosporas son esféricas y resistentes y pueden sobrevivir en el suelo y en
restos de plantas infectadas durante largos periodos, lo que contribuye a la supervivencia
y propagacion del patdégeno (Jeewon, et al., 2002).

Micelio: Es la parte del cuerpo del hongo que consiste en filamentos delgados y
ramificados llamados hifas. ElI micelio de Phytophthora infestans puede crecer en el
suelo, en el tejido de la planta huésped y en otros sustratos organicos (Jeewon, et al.,
2002).

Haustorios: Son estructuras especializadas que se forman en las hifas del patogeno y
que penetran en las células de la planta huésped para obtener nutrientes. Los haustorios
son importantes para el establecimiento y la propagacion de la infeccion en el tejido de
la planta (Jeewon, et al., 2002).

Espermatios: Son células sexuales masculinas que se forman en las estructuras de
reproduccion sexual de Phytophthora infestans. Los espermatios pueden fusionarse con
los 6vulos de las oosporas para formar nuevas oosporas, completando el ciclo de

reproduccion sexual del patdégeno (Jeewon, et al., 2002).

3.5.4 Evaluacion de la eficacia de extractos vegetales contra el hongo Phytophthora

infestans

Se refiere a un proceso de investigacion en el que se estudia la capacidad de ciertos

extractos obtenidos de plantas para combatir el hongo Phytophthora infestans.

Evaluacion de la eficacia: Implica determinar qué tan efectivos son los extractos
vegetales en la supresion del crecimiento o la propagacion del hongo Phytophthora
infestans, esto puede implicar pruebas de laboratorio, pruebas en campo o una
combinacion de ambas para medir la eficacia de los extractos.
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e Extractos vegetales: Estos compuestos pueden ser extraidos de diferentes partes de la
planta, como las hojas, las raices, los tallos o las semillas. Los extractos vegetales pueden
contener una variedad de compuestos activos, como polifenoles, terpenoides, alcaloides,
entre otros, que pueden tener propiedades antifungicas.

e Hongo Phytophthora infestans: La evaluacion de la eficacia de los extractos vegetales
se enfoca en determinar si estos pueden inhibir el crecimiento o la propagacion de este
hongo, lo que podria conducir a estrategias de control mas sostenibles y respetuosas con

el medio ambiente.

Para Velastegui (2022), varios extractos vegetales presentan una actividad
antifangica significativa contra Phytophthora infestans, tanto in vitro como en condiciones
de campo. Se observa una reduccion notable en la incidencia y severidad del tizon tardio en
las plantas tratadas con extractos vegetales, comparable e incluso superior a la de los
fungicidas quimicos convencionales. Ademas, se identifican posibles mecanismos de
accion, como la inhibicion del crecimiento micelial y la alteracién de la estructura de la

membrana celular del hongo.

3.6. Impacto ambiental y econdémico del uso de extractos vegetales.

Los extractos vegetales suelen ser considerados como una alternativa mas sostenible a
los pesticidas quimicos sintéticos, ya que son biodegradables y menos toxicos para el medio
ambiente. Esto puede reducir la acumulacién de residuos quimicos en el suelo, el agua, entre
otros, sin embargo, es importante considerar el impacto en la biodiversidad local. Algunos
extractos vegetales pueden afectar a especies no objetivo, como insectos beneficiosos o

polinizadores, si se utilizan de manera indiscriminada o en altas concentraciones.

En términos econdmicos, el uso de extractos vegetales puede representar una alternativa
mas econdmica en comparacién con los pesticidas quimicos, esto se debe a que los ingredientes
para hacer los extractos vegetales pueden ser mas baratos y estan disponibles localmente en
comparacion con los productos quimicos importados. Ademas, la produccion de extractos
vegetales puede requerir menos insumos y procesos complejos, lo que puede reducir los costos

laborales y de energia.
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Segln Ferndndez y Tobar (2021), indican que el uso de extractos vegetales puede
mejorar la salud del suelo al promover la actividad microbiana y la retencion de nutrientes.
Ademas, se observa un impacto positivo en la biodiversidad, con un aumento en la diversidad
de insectos polinizadores y una menor incidencia de especies no objetivo afectadas por los
extractos vegetales.

Para Cabrera (2009), recalca la importancia de adoptar un enfoque integral para evaluar
el impacto ambiental y econdmico del uso de extractos vegetales en la agricultura. Si se
implementan de manera adecuada y sostenible, los extractos vegetales pueden desempefiar un
papel crucial en la transicién hacia practicas agricolas mas sostenibles y resilientes en el futuro.
Sin embargo, se necesitan mas investigaciones y politicas de apoyo para maximizar los

beneficios y minimizar los riesgos asociados con su uso.

3.7. Importancia del Cultivo de Tomate Rifion (Solanum lycopersicum L.)

El cultivo de tomate rifion (Solanum lycopersicum L.) es significativo en Ecuador por
varias razones, destacando su importancia en la economia, la alimentacion y la generacion de
empleo. El cultivo de tomate rifién representa una parte significativa de la economia agricola en
Ecuador. La produccion a gran escala y la comercializacion de estos tomates contribuyen al
ingreso de los agricultores y al desarrollo econémico de las regiones dedicadas a su cultivo.
Ecuador tiene la capacidad de exportar productos agricolas, incluyendo tomates rifion, a
mercados internacionales. La calidad de los tomates cultivados en el pais puede abrir
oportunidades para la exportacion, generando divisas y fortaleciendo la posicion economica del
pais en el comercio internacional (Flores et al., 2021).

El tomate rifidn es conocido como una hortaliza de gran importante debido a que esta
presente en la dieta de la poblacion ecuatoriana, por ende, beneficiando a la economia del pais;
aportando con el 0.6 % al Valor Agregado Bruto Agropecuario. En la actualidad, el tomate se
siembra en una superficie de 1,886 hectareas, representando el 0.2 % de la superficie sembrada
bajo cultivos transitorios; con una produccion de 52 mil toneladas a escala nacional.
Chimborazo es una de las principales provincias con mayor potencial, cuyo aporte es del 31.9

%, en segundo lugar, Cotopaxi con un aporte de 26.1 %. Esta produccion conforma Unidades
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de Produccion Agropecuaria con una superficie menor a 1 hectérea, representando el 92 % del
total nacional, concentradas en las provincias de Chimborazo y Cotopaxi, principalmente. Y el
60 % de la oferta laboral, el cual esta conformado por personas productoras y/o familiares. De
esta hortaliza se realizan importaciones como pasta, salsa y tomate en conserva para asi poder
abastecer la demanda domeéstica de productos derivados del mismo dando asi una suma de USD
13.4 millones (8,218 t); es importante conocer que los principales proveedores son Perd, Chile,
Italia y Estados Unidos. A nivel mundial (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2023)

Segun Garcia y Rodriguez (2018), destacaron la importancia del cultivo de tomate rifion
en Ecuador desde una perspectiva socioeconémica, siendo asi uno de los cultivos horticolas méas
importantes del pais, con una gran demanda tanto en el mercado interno como en los mercados
internacionales, especialmente en Estados Unidos y otros paises de América del Sur. La
produccién de tomate rifidn genera empleo e ingresos para miles de agricultores y contribuye
significativamente a la economia nacional. Sin embargo, se identificaron varios desafios y areas
de mejora, como la necesidad de aumentar la productividad y la calidad del cultivo, mejorar las
practicas de manejo postcosecha y fortalecer los sistemas de comercializacion y exportacion

para garantizar la competitividad en los mercados internacionales.

3.7.1. Origen.

El tomate rifion, también conocido como tomate pera, es una variedad especifica de
tomate (Solanum lycopersicum L) que pertenece a la familia Solanaceae. Los tomates en general
son originarios de Ameérica del Sur, especificamente de la region que abarca desde el oeste de
Ecuador hasta el norte de Chile (Elena et al., 2008).

Los antiguos habitantes de América, como los aztecas y los incas, ya cultivaban y
consumian diferentes variedades de tomates mucho antes de la llegada de los europeos al
continente. Los tomates fueron llevados a Europa después del contacto con América en el siglo

XV, y desde alli se dispersaron por todo el mundo (Elena et al., 2008).

La variante especifica conocida como tomate rifidn o tomate pera ha sido seleccionada
y desarrollada a lo largo del tiempo a través de la agricultura y la hibridacion selectiva para
obtener sus caracteristicas particulares, como su forma alargada y su sabor distintivo (Elena et

al., 2008).
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En términos de la historia del tomate rifion, como variante especifica de tomate, no hay

una fecha o lugar de origen precisa establecido, ya que su desarrollo ha sido gradual a lo largo

de la evolucidn agricola y las practicas de cultivo de tomates en general. La variedad de formas

y tamafios de los tomates ha sido el resultado de la seleccién artificial y el cruce de diferentes

variedades a lo largo de los siglos (Elena et al., 2008).

3.7.2. Taxonomia.

Tabla 1

Clasificacion taxonoémica de Solanum lycopersicum.

Detalle

Descripcion

Nombre Comun
Nombre Cientifico
Reino

Divisién

Clase

Subclases

Orden

Familia

Genero

Especie

Tomate, jitomate, tomatera
Solanum lycopersicum
Plantae

Magnoliophyta
Magnoliopsida

Asteridae

Solanales

Solanaceae

Solanum

Solanum lycopersicum

Extraido de Flores et al., 2021.

3.6.3. Caracteristicas del Tomate Rifi6n.

e Formay Tamafio
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La caracteristica mas evidente del tomate rifién es que presenta una forma alargada y
ovalada, la cual se llega a asemejar a un rifién o a una pera. Tiene una base méas ancha y se

estrecha hacia la parte superior. (Mejia, 2011).

e Color

Los tomates rifion suelen tener un color rojo brillante cuando estdn maduros, aunque
algunas variedades pueden tener tonalidades ligeramente diferentes, como naranja o amarillo.
La madurez y el color de los tomates rifidn pasan por varias etapas, y el cambio de color es un
indicador clave de la madurez. (Murillo, 2013).

e Sabor

El tomate rifidn suele tener un sabor dulce y jugoso. Su pulpa es carnosa y contiene
menos semillas en comparacion con otras variedades de tomates, lo que lo hace popular para
diversas preparaciones culinarias y por ende llega a ser mas comercial (Mejia, 2021).

e Texturade la Piel

La piel del tomate rifién es generalmente suave y delgada, lo que facilita su manipulacion
y consumo. La piel puede ser ligeramente mas gruesa en comparacion con otras variedades de

tomates, pero sigue siendo bastante fina. (Murillo, 2013).
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

4.1.1. Equipos de laboratorio

Molino de cuchillas Retsch modelo GM 200
Estufa BioBase modelo BJPX-Spring

Plato agitador magnético MSH-30D WiseStir
Rotavapor Buchi Rotavapor R-215

Ultrasonido Wise Clean

Camara de flujo laminar (N-Biotek)

Autoclave vertical (N-Biotek modelo: NB-1080)
Balanza analitica (ADAM modelo: PW 254)

4.1.2. Materiales de laboratorio

Matraz de Erlenmeyer

Balon aforado

Papel filtro

Cajas Petri

Hisopos estériles

Frasco boeco

Tubos de ensayo con tapa rosca
Asa bacteriologica

Porta objetos

Micro pipetas

Puntas

4.1.3. Reactivos

Agar Sabouraud (SDA)
Metanol = 99.9%
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e Agua destilada
e Alcohol 70 %

4.2. Métodos

4.2.1. Recoleccion de la especie vegetal

La presente investigacion se realizé en los laboratorios de la PUCE-I, canton Ibarra
provincia de Imbabura, las especies vegetales Schinus molle L. y Ambrosia arborescens Miller
fueron recolectadas en la comuna Zuleta, perteneciente al cantén Ibarra en la provincia de

Imbabura.

La decision de estudiar las especies vegetales Schinus molle L. y Ambrosia arborescens
Miller se debe ya que se conoce por revision de literatura que dichas especies presentan una
actividad bioldgica en hongos, de las especies vegetales se obtuvieron muestras de 45 cm de
longitud de ramas terminales como hojas y flores, con la ayuda del GPS se procedié a

georreferenciar el lugar de recoleccion de las especies vegetales.

Una vez ya obtenidas las muestras de las dos especies vegetales se las trasladé al
Herbario de la PUCE-I, donde se las desinfect0 y se procedié a etiquetarlas para ser colocadas
directamente en bolsas de papel las cuales serviran especificamente para la obtencion del
extracto (Ruano, 2020).

Las muestras restantes de cada especie vegetal tienen la finalidad de quedar registradas
como ejemplares de Herbario y para ello tuvieron un proceso de desinfeccion utilizando alcohol
al 70%, después se las coloco en papel periddico y encima de las muestras papel absorbente de
cocina y por ultimo estas muestras fueron colocadas en tablas de madera que debian ser
ajustadas (Ruano, 2020).

Las muestras botanicas de las dos especies vegetales que se encuentran en el Herbario
de la PUCE-I, fueron deshidratas por el tiempo de 2 horas a una temperatura de 50°C, esto se
realiza con la finalidad de poder identificar taxonomicamente las dos especies vegetales Schinus

molle L. y Ambrosia arborescens Miller, utilizando una clave dicotémica.
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Las muestras vegetales de las especies Schinus molle L. y Ambrosia arborescens Miller,
que fueron utilizadas para poder obtener el extractos total, tuvieron que seguir un protocolo que
consiste en realizar una limpieza manual esto se realiza con la finalidad de poder eliminar las
partes dafiadas de la planta y material que no pertenezca a la misma, se procedié a recolectar
solo las partes aéreas que fueron colocadas en cajas de papel para seguir con el proceso de
deshidratacion con la ayuda de una camara de secado la cual debe tener flujo de aire, este
procedimiento se lo debe realizar durante 96 horas a una temperatura maxima de 50°C (Ruano,
2020).

4.2.2. Recoleccidn e identificacion taxondmica de especie vegetal
Las muestras de Schinus molle L. y Ambrosia arborescens Miller fueron recolectadas de

la comuna Zuleta perteneciente al canton Ibarra provincia de Imbabura.

Figura 3
Mapa en donde se obtuvo la especie vegetal.

COMUNA ZULETA-IBARRA-ECUADOR

CATOLICA DEL
SEDE IBARRA

‘Comuna Zuleta

Elaborado por:
Maria Hernandez.

Escala:
1:500.000

IBARRA-2024

En la Figura 3 se puede observar en donde se realiz6 la recoleccién de las dos especies

vegetales y también las coordenadas de georreferenciacion tanto para la recoleccion de la
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especie Schinus molle L y para Ambrosia arborescens Miller que se detallan a continuacion en

la Tabla 2.

Tabla 2

Area de colecta de la especie Schinus molle L y Ambrosia arborescens Miller

Nombre Familia Especie Altitud Lugar de Coordenadas
comun recoleccion UTM
Comuna
Molle,
Zuleta
salsa ]
. canton
pimienta, )
) ) Schinus 2,977 m Ibarra, 19N 7811151
mulli, Anacardiaceae o
] molle L. provincia E22524
arbol de la
_ Imbabura
vida
Comuna
Zuleta
Ambrosia canton
22N 7807151
Marco Asteraceae arborescens 2,977m Ibarra,
_ o E25524
Miller. provincia
Imbabura

4.2.3. Obtencion del extracto total.

Para llevar a cabo el proceso de obtencion de extracto total de las dos especies vegetales

se siguio el protocolo propuesto por (Ordofiez et al., 2023).

Una vez que las muestras de las especies vegetales han cumplido con el tiempo de

deshidratacion durante 96 horas, continda con un proceso de trituracion, las especies son

colocados en un mortero previamente esterilizado y luego fueron colocados en un molino de
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cuchillas Retsch modelo GM 200 con la finalidad de que todas las muestras queden trituradas
por completo, estas a su vez fueron coladas en bolsas de papel para poder pesarlas y rotularlas,
para seguir con el paso de obtencion del extracto total de las dos especies vegetales sé utilizo un
método de maceracion dinamica eligiendo al metanol como solvente organico debido a que este
presenta una baja selectividad llegando asi a extraer mas compuestos de las especies vegetales
(Ordofiez et al., 2023).

Con el fin de obtener el extracto total, sé pesé una muestra de 41 g de
Ambrosia arborescens Miller y 62g de Schinus molle L, fueron colocadas en un matraz,
agregando una proporcién de 1:10 relacion (peso/volumen), para ello las muestras vegetales se
colocaron en un agitador magnético a 800 rpm durante un tiempo de 24 horas a temperatura
ambiente (Ruano, 2020). Transcurrido el tiempo, se filtrd al vacio con la finalidad de poder
separar el solvente del sélido, conservando el solvente, el solido remanente fue utilizado para
realizar dos extracciones seguidas siguiendo los mismos pasos de la primera extraccion, una
vez obtenido la mezcla de los tres sobrenadantes se procede a evaporar con la ayuda de un rota
vapor a una temperatura de 40 °C hasta conseguir la evaporacion total del solvente, dando como
resultado un concentrado so6lido que es el extracto total de interés de las dos especies vegetales,

las cuales fueron almacenadas en un frasco ambar para su debido uso (Ordofiez et al., 2023).

Para obtener el rendimiento del extracto total se usé la ecuacion 1, representada en

porcentaje % con relacion al peso de materia seca.
Ecuacion 1

Porcentaje de rendimiento

o gramos de extracto seco
Y%rendimiento = x100
gramos de la muestra
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Figura 4
Obtencion del extracto

4.2.4. Aislamiento del hongo Phytophthora infestans, aislado del fruto enfermo del tomate
rindn Solanum lycopersicum

Para el aislamiento del patdgeno Phytophthora infestans se siguid el protocolo
propuesto por (Celis et al., 2019).

e Se deben lavar los frutos enfermos con agua destilada esterilizada y se debe dejar secar
dentro de una camara de flujo laminar.

e Se procede a tomar partes enfermas producto de tizén tardio las cuales no deben tener mas
de 3mm de didametro.

e El tejido es desinfectado por un tiempo maximo de 90 segundos en una solucién de
hipoclorito al 2% y su vez de debe realizar un lavado de 30 segundos con agua destilada
esterilizada.

e El tejido fue sumergido en alcohol al 70% por un tiempo de 60 segundos y también se lo
debe lavar con agua esterilizada por 30 segundos aproximadamente, este tejido deber ser

secado con papel filtro esterilizado.
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e Se procede a sembrar en cajas Petri con el medio de cultivo
Sabouraud Dextrose Agar (SDA).

e Las cajas Petri deben ser incubadas a una temperatura de 25°C las cuales deben estar en
oscuridad revisandolas en intervalos de 24 horas, para poder evidenciar el crecimiento del
micelio. Cuando ya se pueda observar el micelio, se procede a trasferir en nuevas cajas
Petri las cuales contienen SDA para obtener cultivos puros. Se vuelve a incubar a 25°C en

condiciones de oscuridad durante aproximadamente 4 semanas.

Figura 5
Aislamiento de Phytophthora infestans

4.2.5. Caracterizacion morfolégica del hongo Phytophthora infestans, aislado de frutos
enfermos de tomate rifion Solanum lycopersicum

La caracterizacion morfoldgica del patdégeno Phytophthora infestans se consiguid
siguiendo el protocolo propuesto por (Celis et al., 2019).

e Recoleccion de Muestras para ello deben ser obtenidas de cultivos infectados, tejido
vegetal enfermo o aisladas de medios de cultivo.

e Preparacion de Muestras para Microscopia Optica:

e Se debe colocar una pequefia porcion de la muestra sobre un portaobjetos limpio y
proceder a cubrir la muestra con un cubreobjetos.
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e Si es necesario, se debe agregar una gota de azul de metileno para mejorar la
visualizacion de las estructuras fangicas.

e Se debe colocar el portaobjetos preparado en el microscopio optico.

e Para ello se debe comenzar con baja magnificacion (10x o 20x) para localizar las
estructuras generales del patdgeno.

e Luego, se procede a aumentar la magnificacion (40x o 100x) para observar detalles mas
finos, como esporangios, zoosporas, hifas y estructuras de reproduccion.

e Por ultimo, se toman notas detalladas de las caracteristicas morfolégicas observadas,

como tamafio, forma, color, textura y disposicion de las estructuras fungicas.

4.2.6. Caracterizacion molecular del hongo Phytophthora infestans, aislado de frutos
enfermos de tomate rifion Solanum lycopersicum

La caracterizacion molecular del patdgeno Phytophthora infestans se consiguid
siguiendo el protocolo propuesto por (Celis et al., 2019).

e Paralaextraccion y purificacion de ADN se debi6 cultivar el hongo en medio LB hasta
la fase logaritmica. (En muchos casos se puede utilizar el cultivo nocturno).

e Se centrifug6 no mas de 3 ml de cultivo 0 1 x 10° células a 4000 x g durante 10 minutos
a temperatura ambiente, se aspird y deseché los medios.

e Se anadio100 pL de tampdén TE Buffer. Vortex para resuspender completamente el
pellet.

e Seagreg6 10 pL de lisozima resuspendida con tampoén de elucidn, se incubo a 37°C
durante 10 minutos. Es necesario modificar la cantidad de enzima requerida y/o la
duracion de la incubacion dependiendo del hongo ya que un tiempo prolongado puede
producir mejores resultados.

e Se evalud la integridad y calidad del ADN con la ayuda de espectrofotometria de micro

volimenes y visualizacion en gel de agarosa.

e Se diluyo el ADN obtenido a una concentracion de 20ng/uL aproximadamente para la

amplificacion mediante la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR).
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e Se utilizé dos primers universales 1TS1/ITS4 para la amplificacion del ADN de los
aislados fungicos.

e Los productos de PCR deben ser purificados para obtener la secuenciacion por el método
SANGER.

e Una vez ya que se obtuvieron las secuencias estas deben ser limpiadas y ensambladas
usando programas bioinformaticos.

e Para finalizar se procede a comparar las secuencias ensambladas con la base de datos de
nucledtidos de GenBank del NCBI.

4.3. Disefio experimental
Para la presente investigacion se utilizé el disefio experimental completamente al azar
(DCA).

4.3.1. Unidad experimental

Las unidades experimentales tanto para Schinus molle L. y Ambrosia arborescens Miller
son en total cuarenta y dos, tres repeticiones de cada concentracion, del producto comercial, del
solvente organico y del testigo absoluto.

La unidad experimental corresponde a una caja Petri en cual se colocara el agar SDA
mas el agente patdgeno.

4.3.2. Tratamientos

Aqui se utiliza un total de siete tratamientos, en donde 4 pertenecen a concentraciones
de los extractos vegetales tanto de Schinus molle L. y Ambrosia arborescens Miller, realizando
diluciones seriadas 500, 250, 125 y 62,5 mg/mL, afiadiendo un producto quimico Metiram, un
solvente organico Metanol y un testigo absoluto.

Tabla 3

Tratamientos a evaluar

43



Tratamientos Concentraciones

T1 concentracion 500 mg/mL

T2 concentracion 250 mg/mL

T3 concentracion 125 mg/mL

T4 concentracion 62,5 mg/mL

T5 testigo absoluto

T6 control positivo (Metiram 8mg/mL)
T7 solvente organico (metanol)

Nota: Las concentraciones con las que se trabajo en la presente investigacion fueron tomadas segun las
investigadas por (Ordofiez et al., 2023), con la finalidad de poder replicar las mismas y realizar una

comparacion.

Variables

Variable/s Independiente/s
La concentracion del extracto vegetal.
Variable/s dependiente/s

e Crecimiento diario del patégeno

Se procedi6 a calcular el crecimiento diario del hongo cada 24 horas, esto se lo debe
realizar hasta que el micelio del tratamiento testigo cubra toda la superficie de la caja Petri, para
las medidas del radio de la colonia dentro de las cajas Petri se las debe tomar en 4 direcciones

(Norte, Sur, Este y Oeste) de las cuales se promediara los datos.
El crecimiento diario se calcul6 con la siguiente formula, (Ordofiez et al., 2023)
Ecuacion 2

Crecimiento diario
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_Cf—Ci
- Tf—Ti

Tc

Cf:Crecimiento final en cm
Ci: Crecimiento inicial en cm
Tf:Tiempo final en donde termina el crecimiento

Ti:Tiempo inicial donde inicia el crecimiento

e Evaluacion de la actividad antifangica in vitro de extractos totales de dos especies
vegetales tanto de la familia Anacardiaceae y de la familia Asteraceae mediante

ensayos de actividad bioldgica.

Para realizar la evaluacién antifingica in vitro de la especie vegetal, se sembro el
patdgeno Phytophthora infestans en caja Petri con medio de cultivo SDA, se utiliz6 discos
de papel filtro de 6mm de didmetro impregnados con el extracto total de Schinus molle L y
Ambrosia arborescens Miller a concentraciones de 500 mg/mL, 250 mg/mL, 125 mg/mL y
62,5 mg/mL con tres repeticiones de cada una, se tom¢ datos cada 24 horas durante 7 dias,
debido a que el hongo necesita de este tiempo para poder cubrir con totalidad la caja Petri y

asi poder evidenciar con exactitud si el extracto presenta efectos fungicidas o fungistaticos.

El porcentaje de inhibicion para el hongo Phytophthora infestans se consiguio con la
formula propuesta por (Orddiiez et al., 2023)
dc—dt

Porcentaje de inhibicion = Ie * 100

dc= promedio del crecimiento del hongo

dt= promedio de crecimiento del hongo con los tratamientos.
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CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Obtencidn del extracto total de las especies vegetales.

Se procedio a obtener un extracto metandlico de la especie vegetal Schinus molle L que
como resultado se obtuvo un rendimiento de 47,29% expresado en porcentaje, partiendo de 629
de materia vegetal seca y de la misma manera para la especie vegetal Ambrosia arborescens
Miller en el cual se obtuvo un rendimiento de 34,83% para poder obtener este rendimiento se

utilizo la ecuacién 1 (Ruano, 2022), el cual los valores se pueden evidenciar en la Tabla 4.

Tabla 4

Porcentaje de rendimiento del extracto total de la especie vegetal Schinus molle L.

Especie vegetal Materia vegetal Extracto seco () Porcentaje de
deshidratada (g) rendimiento (%)
Schinus molle L. 629 29,32 47,29%
Ambrosia
arborescens Miller 419 14,28 34,83%

Del extracto total de las dos especies vegetales tanto de Schinus molle L y Ambrosia
arborescens Miller se procedid a obtener las concentraciones seriadas del extracto de cada
especie, se realizd la primera concentracion (500mg/mL) en cual se tom6 500 mg de extracto
vegetal y se afiadié 1 mL de metanol, para la segunda concentracion (250mg/mL) se tomé de
la primera concentracién 0,5mL y se afiadié 0,5 mL de Metanol, para la tercera concentracién

(125mg/mL) se tom6 0,5mL de la segunda concentracion y se afiadio 0,5 mL de Metanol y
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para la ultima concentracién (62,5mg/mL) se tomd 0,5mL de la tercera concentracion y se

afiadié 0,5 mL de Metanol.

5.2. Caracterizacion del hongo Phytophthora infestans.

5.2.1. Aislamiento del hongo Phytophthora infestans.

Los frutos enfermos del tomate rifion (Anexo 5) se obtuvieron de la comuna Zuleta,
canton Ibarra provincia de Imbabura, en el cual se usé el protocolo establecido de Ruano Pérez
(2022)., este protocolo es detallado con exactitud en el apartado 4.2.4., de manera que asi se
pueda lograr el aislamiento del hongo Phytophthora infestans.

Figura 6
Aislamiento de Phytophthora infestans.

L,

En la Figura 6 se puede observar el crecimiento micelial al tercer dia después de la
siembra en el medio de cultivo SDA, sin ningun tipo de contaminacion y por consiguiente se
realizo la siembra de hifas obteniendo cultivos puros en el medio de cultivo SDA de esta manera
se puede seguir con la caracterizacion molecular y posterior uso en la evaluacion antifungica in

vitro.
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Figura 7
Cultivo Puro de Phytophthora infestans.

En la Figura 7 se puede observar el aislamiento puro del agente etioldgico Phytophthora
infestans, al séptimo dia de siembra este fue el tiempo que tomo el agente etioldgico en cubrir
la caja Petri por completo, se puede observar con claridad que el agente etioldgico tiene un color

blanquecino de aspecto algodonoso.

Para Montufar (2022), la caracterizacién detallada de Phytophthora infestans, en cajas
Petri proporciona informacion valiosa para la identificacion precisa y el estudio de este patégeno
en entornos de laboratorio, presenta un micelio acuoso y algodonoso de color blanquecino,
ademas se observa un patron de crecimiento radial a partir del punto de inoculacién, con una
textura gelatinosa en condiciones de alta humedad, lo que en si concuerda con los resultados

obtenidos en esta investigacion por presentar las mismas caracteristicas.

5.2.2. Caracterizacion morfologica.

Después de tener las placas con colonias de incubacion a 25+1°C en el medio de cultivo
SDA del cual fueron obtenidos los cultivos puros, se procedié a realizar la caracterizacion
morfoldgica de Phytophthora infestans, para ello el color de la colonia fue evaluado por la parte

frontal y posterior de la caja Petri.

Figura 8
Caracterizacion morfoldgica de Phytophthora infestans A. Parte frontal de la colonia B. Parte
posterior de la colonia
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En la Figura 8 A se puede observar la parte frontal de la caja Petri con el medio de cultivo
SDA, en donde se pueden distinguir los colores blanquecinos de textura algodonosa, mientras
que en la figura 8 B se puede observar la vista posterior de la caja Petri y en esta se observan
colores amarillos pardos hasta tonalidades oscuras, esta caracterizacion morfolégica realizada

en la presente investigacion concuerda con los resultados obtenidos de (Celis et al., 2019).

5.2.3. Caracterizacion molecular.
Una vez aislado y caracterizado el hongo se procedié a enviar una muestra a los

laboratorios de la PUCE Quito, con la finalidad de realizar la caracterizacion molecular.

En los resultados entregados por la PUCE Quito, la caracterizacion se la realizé mediante
reaccion PCR en donde se visualiz6 fragmentos de aproximadamente 600pb en las muestras
amplificadas haciendo uso de primers ITS1/ITS4 para hongos, obteniendo como resultado que
el hongo aislado es Phytophthora infestans con un 98,05% de similitud, el cual se puede

observar en la Tabla 5.

Tabla b
Evidencia de caracterizacion molecular del hongo Phytophthora infestans

Microorganismo Similitud Numero de accesion Base de datos
Phytophthora infestans 98.05% ON705717.1 NCBI

Resultado valido unicamente para la muestra analizada
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Elaborado por Laboratorios PUCE-Quito

5.3. Crecimiento diario del hongo Phytophthora infestans
El crecimiento diario del hongo Phytophthora infestans se realiz6 con la finalidad de

mostrar en que tiempo el hongo cubre la totalidad de la caja Petri.

Tabla 6
Crecimiento diario de Phytophthora infestans.

Especie en Dia  Valores de crecimiento Tasa Crecimiento diario
estudio (cm/dia) (cm/dia)
1 0,51
2 2,17 1,04
3 3,91 0,86
Phytophthora 4 5,36 0,67
infestans. 5 6,11 0,63
6 6,73 0,64
7 7,37 0,7

En la Tabla 5 se puede apreciar que el hongo Phytophthora infestans cubri¢ la totalidad

de la caja Petri en los 7 dias, esto indica que el hongo tiene un crecimiento acelerado.

Para Méndez y Huertas (2021), Phytophthora infestans exhibe una alta tasa de
crecimiento y propagacion, favorecida por condiciones ambientales propicias, particularmente
la disponibilidad de nutrientes adecuados y un entorno himedo. La investigacion tiene como
objetivo principal la identificacion de las condiciones Optimas que favorecen el crecimiento
acelerado de este hongo en cajas Petri, asi como la comprension detallada de los factores
determinantes que influyen en su desarrollo rapido en un entorno de laboratorio, considerando
que las cajas Petri ofrecen un ambiente experimental altamente controlado y proporcionan

sustratos nutritivos para el cultivo de microorganismos, es razonable suponer que bajo ciertas

50



condiciones, Phytophthora infestans podria alcanzar un desarrollo completo en un lapso de

tiempo tan breve como siete dias.

5.4. Andlisis estadistico de las variables

5.4.1. Prueba de normalidad y homogeneidad de la varianza.
Se realizd una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para procesar los datos obtenidos
en lainvestigacion bajo un (p-value >0,05), de la variable crecimiento de Phytophthora infestans

con el extracto de Schinus molle L. y Ambrosia arborescens Miller (Tabla 7).

Tabla 7
Prueba de normalidad y homogeneidad de la varianza.

Desviacion

Especie Variable Observaciones Promedio ) Shapiro test  p-valor
Estandar
Schinus
molle L Crecimiento de 21 0 0.45 0.93 <0,0001
Phytopthora infestans ’ ’
Ambrosia
arborescens Crecimiento de 21 0 0,45 0,93 <0,0001
' Phytopthora infestans ’ ’ '
Miller

Nota: Shapiro-Wilk p-value >0,05; los datos tienen una distribuciéon normal.

5.4.2. Crecimiento de Phytophthora infestans con el extracto vegetal Schinus molle L.

En la (Tabla 8), se observa el crecimiento de Phytophthora infestans con el extracto
vegetal Schinus molle L, en el cual hay diferencias significativas entre tratamientos con las
diferentes concentraciones (p-< 0,0001). El coeficiente de variacién para este estudio es de
10,92% dando objetividad a esta investigacion con la variabilidad de datos obtenidas en la

misma.
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Tabla 8
Analisis de la varianza para crecimiento de Phytophthora infestans con el extracto vegetal
Schinus molle L.

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I1I)

F.V. SC gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 86,28 6 14,38 48,74 <0,0001
Error 413 14 0,30
Total 90,41 20

C.V. 10,92 %

Nota: F.V: Fuentes de variacién, SC: Suma de cuadrados gl.: Grados de libertad, CM: Cuadrado Medio, F:

valor de F calculado, p-valor: valor de significacion.

En la (Figura 9), se muestran siete grupos para crecimiento de Phytophthora infestans
con el extracto vegetal Schinus molle L. El tratamiento (T6) present un menor crecimiento con
una media de 1,7cm perteneciendo al grupo a), en comparacion al tratamiento (T5) el cual

obtuvo un mayor crecimiento con una media de 8,07cm correspondiendo al grupo f).

Figura 9
Prueba de significancia Tukey al 5% crecimiento de Phytophthora infestans con el extracto
vegetal de Schinus molle L

52



10,00

5
oo 900
o
£ % 8,00
L 1)
e,
£ E 7,00
e E
2= 600
E W
S 500
ER T
- v 4,00
U o
E 300
g% 200
E E 1,00
@ ;
L]
0,00 -
T6 T1 T7 T2 T3 4 TS
m Medias (cm) 1,70 3,00 450 474 6,16 6,65 8,07

Nota: T1 (500mg/mL), T2 (250mg/mL), T3(125mg/mL), T4(62,5mg/mL), T5(testigo absoluto), T6(control
quimico), T7(solvente).

En esta investigacion, se observd que el crecimiento del patdégeno Phytophthora
infestans en el tratamiento (T6) fue menor debido a que se aplicé un control quimico utilizando
el ingrediente activo Metiram a una concentracion de 8 mg/mL. La observacion se realizo al
séptimo dia de la siembra. Este resultado concuerda con los hallazgos reportados por
(Agrocalidad, 2022) en relacion con las buenas practicas agricolas para el cultivo de tomate
rifidn que sefiala que el uso de Metiram como antifiingico para el control del agente etioldgico

Phytophthora infestans ha demostrado eficacia en la reduccién del crecimiento del patégeno.

El estudio realizado por Diaz (2020) sugiere que una mayor concentracion de extracto
vegetal, y dependiendo de la actividad bioldgica que presente la especie vegetal, se puede tener
un efecto inhibidor sobre el crecimiento tanto de hongos como de bacterias. En este estudio
especifico, se empled una concentracion de 500 mg/mL de extracto vegetal para detener el
crecimiento de Phytophthora infestans, un patdégeno que afecta a la papa, en el cual dio como
resultado una disminucion del crecimiento. Los resultados de este estudio son consistentes con
los obtenidos en la investigacion actual, donde se utilizé la misma concentracion de extracto

vegetal para inhibir el crecimiento de Phytophthora infestans en el fruto de tomate rifion.
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5.4.3. Crecimiento de Phytophthora infestans con el extracto vegetal Ambrosia arborescens
Miller

En la (Tabla 9), se observa el crecimiento de Phytophthora infestans con el extracto vegetal
Ambrosia arborescens Miller, en el cual hay diferencias significativas entre tratamientos con
las diferentes concentraciones (p-< 0,0001). El coeficiente de variacion para este estudio es de
15,73% dando objetividad a esta investigacion con la variabilidad de datos obtenidas en la

misma.
Tabla9

Analisis de la varianza para crecimiento de Phytophthora infestans con el extracto vegetal
Ambrosia arborescens Miller.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 79,03 6 13,27 28,95 <0,0001
Error 6,42 14 0,46

Total 86,05 20

C.V. 15,73%

Nota: F.V: Fuentes de variacion, SC: Suma de cuadrados gl.: Grados de libertad, CM: Cuadrado Medio, F:

valor de F calculado, p-valor: valor de significacion.

El estudio realizado por Vargas (2007), en la inoculacion de Phytophthora infestans en
hojas de papa Solanum tuberosum bajos condiciones controladas, sugiere que al Gltimo dia el
comportamiento del hongo en laboratorio indica que sus coeficientes de variacion pasaron de
principio (3,49% ) al fin (17,67%) debido a que las muestras inoculadas no tuvieron mayor
afectacion; esta investigacion concuerda con los datos mencionados, ya que el coeficiente de
variacion en el crecimiento de Phytophthora infestans con el extracto vegetal Ambrosia
arborescens Miller al séptimo dia fue de 15,73% bajo condiciones controladas aseverando que
estudios agricolas en campo y en condiciones controladas el coeficiente de variacion debe ser
menor al 30% para sostener que este tipo de estudios son confiables.

54



En la (Figura 10), se muestran siete grupos para crecimiento de Phytophthora infestans
con el extracto vegetal Ambrosia arborescens Miller. El tratamiento (T6) presentd un menor
crecimiento con una media de 1,52 cm perteneciendo al grupo a), en comparacion al tratamiento
(T5) el cual obtuvo un mayor crecimiento con una media de 7,77 cm correspondiendo al grupo
d).

Figura 10

Prueba de significancia Tukey al 5% crecimiento de Phytophthora infestans con el extracto
vegetal Ambrosia arborescens Miller.
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Nota: T1 (500mg/mL), T2 (250mg/mL), T3(125mg/mL), T4(62,5mg/mL), T5(testigo absoluto), T6(control

quimico), T7(solvente).

En esta investigacion, se observd que el crecimiento del patdégeno Phytophthora
infestans en el tratamiento (T6) fue menor debido a que se aplicé un control quimico utilizando
el ingrediente activo Metiram a una concentracion de 8 mg/mL. La observacion se realizo al
séptimo dia de la siembra. Este resultado concuerda con los hallazgos reportados por
(Agrocalidad, 2022) en relacion con las buenas practicas agricolas para el cultivo de tomate
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rifion que sefiala que el uso de Metiram como antifingico para el control del agente etiologico

Phytophthora infestans ha demostrado eficacia en la reduccién del crecimiento del patégeno.

Rodriguez (2020), afirma que utilizar la mayor concentracion de extracto vegetal, puede
tener un efecto inhibidor sobre el crecimiento de hongos. En este estudio se observo que las
concentraciones mas altas de extractos vegetales (500 y 250 mg/mL) tuvieron un efecto
significativo en la inhibicion del crecimiento de Phytophthora infestans, mientras que las
concentraciones mas bajas (125, 62.5 y 31.25 mg/mL) mostraron una inhibicion gradualmente
menor, sin embargo, incluso las concentraciones mas bajas exhibieron cierto grado de efecto
inhibitorio en comparacion con el control sin extracto vegetal. Los resultados que se obtuvieron
en esta investigacion concuerdan con los obtenidos en el presente estudio, donde se aplicé las
mismas concentraciones de extracto vegetal para inhibir el crecimiento de Phytophthora

infestans en el fruto de tomate rifén.

5.5 Evaluacién antifngica in vitro de las especies vegetales Schinus molle L y Ambrosia
arborescens Miller.

Se realiz6 una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para procesar los datos obtenidos
en la investigacion bajo un (p-value >0,05), de la variable porcentaje de inhibicién de
Phytophthora infestans con el extracto de Schinus molle L. y Ambrosia arborescens Miller
(Tabla 10).

Tabla 10
Prueba de normalidad y homogeneidad de la varianza.

. . . ~ Desviacion )
Especie Variable Observaciones Promedio . Shapiro test p-valor
Estandar
Schinus
molle L % de Inhibicién de 21 0 0.95 0.92 <0,0001

Phytopthora infestans
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Ambrosia

0 N

arborescens % de Inh|b|-C|0n de 21 0 1,17 0,97 <0,0001
' Phytopthora infestans

Miller

Nota: Shapiro-Wilk p-value >0,05; los datos tienen una distribucién normal.

5.5.1. Porcentaje de inhibiciéon de Phytophthora infestans con el extracto vegetal Schinus
molle L.

En la (Tabla 11), se observa el porcentaje de inhibicion de Phytophthora infestans con
el extracto vegetal Schinus molle L, en el cual hay diferencias significativas entre tratamientos
con las diferentes concentraciones (p-< 0,0001). El coeficiente de variacion para este estudio es
de 1,67% dando objetividad a esta investigacion con la variabilidad de datos obtenidas en la
misma.

Tabla 11

Analisis de la varianza para crecimiento de Phytophthora infestans con el extracto vegetal
Schinus molle L.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 436,08 3 13,27 115,93 <0,0001
Error 10,03 8 0,46
Total 446,11 11

C.V. 1,67%

Nota: F.V: Fuentes de variacién, SC: Suma de cuadrados gl.: Grados de libertad, CM: Cuadrado Medio, F:
valor de F calculado, p-valor: valor de significacion.

En la (Figura 11), se muestran cuatro grupos para crecimiento de Phytophthora infestans
con el extracto vegetal Ambrosia arborescens Miller. El tratamiento (T4) presentd un mayor
porcentaje de inhibicién con una media de 75,16 cm perteneciendo al grupo a), en comparacion
al tratamiento (T1) el cual obtuvo un menor porcentaje de inhibicion con una media de 58,63

cm correspondiendo al grupo d).
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Figura 11
Prueba de significancia Tukey al 5% porcentaje de inhibicion de Phytophthora infestans con
el extracto vegetal de Schinus molle L
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Nota: T4: 500mg/mL, T3: 250 mg/mL, T2: 125mg/mLy T1: 62,5mg/mL,

Se probaron cinco concentraciones 500mg/mL, 250 mg/mL,125mg/mL y 62,5mg/mL,
en el cual el extracto Schinus molle L. mostré actividad fungica contra el patdgeno Phytophthora
infestans, la concentracién mas alta 500mg/mL resulto presentar un porcentaje de inhibicion del

75,16%; y una menor inhibicion con la concentracion 62,5mg/mL del 58,63%.

En esta investigacion, se observo que todas las concentraciones de extractos vegetales,
asi como el control solvente, mostraron un porcentaje de inhibicion en el crecimiento del hongo
Phytophthora infestans, a medida que aumenta la concentracion de los extractos vegetales, se
observaba un mayor porcentaje de inhibicion del hongo. Esto sugiere que los extractos vegetales
tienen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Phytophthora infestans, y que este efecto es
dosis-dependiente, es decir, cuanto mayor es la concentracion del extracto, mayor es la
inhibicidn del hongo, ademas se observé que el control positivo, que consistio en el ingrediente
activo Metiram a una concentracion de 8 mg/mL, mostré una inhibicion mas rapida del hongo

en comparacién con las concentraciones de extractos vegetales. Esto indica que el Metiram es
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mas efectivo para inhibir el crecimiento del hongo en menor tiempo en comparacion con los
extractos vegetales utilizados en el estudio, por otro lado, el control negativo, que no recibid
tratamiento alguno, no mostro inhibicion y permitié que el hongo creciera normalmente. Esto
sugiere que, sin tratamiento, el hongo pudo desarrollarse sin restricciones en las condiciones del
experimento, lo que hace referencia al estudio realizado por Ordofiez et al (2023), los extractos
P. prostrata y R. roseus en las concentraciones 500mg/mL, 250 mg/mL,125mg/mL,
62,5mg/mL, y 31,25mg/mL mostraron inhibicidn contra Phytophthora infestans, resultando el
extracto R. roseus mas activo contra Phytophthora infestans. Esto coincide con los resultados
obtenidos en esta investigacién en el cual los extractos vegetales si presentaron porcentajes de
inhibicion.

5.5.2. Porcentaje de inhibicion de Phytophthora infestans con el extracto vegetal Ambrosia
arborescens Miller

En la (Tabla 12), se observa el porcentaje de inhibicion de Phytophthora infestans con
el extracto vegetal Ambrosia arborescens Miller en el cual hay diferencias significativas entre
tratamientos con las diferentes concentraciones (p-< 0,0001). El coeficiente de variacion para
este estudio es de 2,07 % dando objetividad a esta investigacion con la variabilidad de datos
obtenidas en la misma.

Tabla 12
Analisis de la varianza para crecimiento de Phytophthora infestans con el extracto vegetal
Ambrosia arborescens Miller

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 22899 3 76,03 40,49 <0,0001
Error 15,08 8 1,89
Total 24407 11

C.V. 2,07%

Nota: F.V: Fuentes de variacion, SC: Suma de cuadrados gl.: Grados de libertad, CM: Cuadrado Medio, F:

valor de F calculado, p-valor: valor de significacion.
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En la (Figura 12), se muestran cuatro grupos para crecimiento de Phytophthora infestans
con el extracto vegetal Ambrosia arborescens Miller. El tratamiento (T4) presentd un mayor
porcentaje de inhibicion con una media de 72,45 cm perteneciendo al grupo a), en comparacion
al tratamiento (T1) el cual obtuvo un menor porcentaje de inhibicion con una media de 61,43
cm correspondiendo al grupo d).

Figura 12

Prueba de significancia Tukey al 5% porcentaje de inhibicion de Phytophthora infestans con
el extracto vegetal de Ambrosia arborescens Miller

BO,00
g T 7000
o m g
5T =
Sps®%
g2
=8 § 50,00
<83
AT 5 40,00
c¥=a
RS T
YU oe 5 30,00
o o3
£ o8
£ £ .5 2000
w3 E
= B
£ 1000

0,00

T4 T3 T2 T1
m MEDIAS 72,45 58,64 63,23 51,43

Nota: T4: 500mg/mL, T3: 250 mg/mL, T2: 125mg/mL y T1: 62,5mg/mL,

De las cuatro concentraciones que son 500mg/mL, 250 mg/mL, 125mg/mL y
62,5mg/mL las cuales fueron del extracto Ambrosia arborescens Miller, dio como resultado
actividad fangica contra el patégeno Phytophthora infestans, en el cual la concentracién mas
alta 500mg/mL resulto presentar un porcentaje de inhibicion del 72,45%; y una menor
inhibicién con la concentracion 62,5mg/mL del 61,43%.

Segun Lima (2020), diferentes concentraciones de extractos vegetales tienen efectos
variables en la supresion de la inhibicion de patdégenos agricolas. Se observa una tendencia hacia

una mayor inhibicién con concentraciones mas altas de extractos vegetales, aunque algunas
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concentraciones bajas también pueden tener efectos significativos, de esta manera los resultados
obtenidos en esta investigacion concuerdan con lo dicho anteriormente que entre

concentraciones mas altas existira un mayor porcentaje de inhibicion.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

Mediante el método de maceracion dinamica usando metanol como solvente, se logré
determinar un rendimiento del 47,29 % de la especie Schinus molle L y un 34,83% en la
especie Ambrosia arborescens Miller, ya que se sabe que el metanol es un solvente polar
el cual ayuda extraer con facilidad moléculas con mayor grado de polaridad.

Para poder aislar el hongo Phytophthora infestans se debié seleccionar frutos enfermos
de tomate rifion Solanum lycopersicum, que presenten tizén tardio.

Se caracterizd morfolégicamente y molecularmente al hongo Phytophthora infestans
demostrando asi que el agente etioldgico en estudio si es el correcto.

Las cuatro concentraciones 500 mg/mL, 250 mg/mL, 125 mg/ml y 62,5 mg/mL que
fueron evaluadas de la especie vegetal Schinus molle L se observd que detuvo el
crecimiento del hongo y a su vez mostraron inhibicion contra el agente etioldgico
Phytophthora infestans, en 500 mg/mL (75,16%), 250 mg/mL(69,16%) ,125 mg/ml
(64,98%) y 62,5 mg/mL(58,63%).

Las cuatro concentraciones 500 mg/mL, 250 mg/mL, 125 mg/ml y 62,5 mg/mL que
fueron evaluadas de la especie vegetal Ambrosia arborescens Miller se observé que
detuvo el crecimiento del hongo y a su vez mostraron inhibicion contra el agente
etiologico Phytophthora infestans, en 500 mg/mL (72,45 %), 250 mg/mL(68,64 %) ,125
mg/ml (63,23 %) y 62,5 mg/mL (61,43 %).
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CAPITULO VI
RECOMENDACIONES

e Evaluar nuevas especies vegetales, mismas que pueden presentar inhibicion del
crecimiento del hongo Phytophthora infestans con la finalidad de poder reemplazar
fungicidas sintéticos, los cuales generan resistencia de cepas y contaminacion al medio
ambiente.

e Utilizar métodos naturales de control de plagas, como los extractos vegetales, puede
ayudar a preservar la biodiversidad, esto incluye no dafiar a los insectos benéficos y
otros organismos que son importantes para el equilibrio del ecosistema.

e Antes de utilizar cualquier extracto vegetal, investiga y familiarizate con sus
propiedades, aplicaciones y dosis recomendadas. No todos los extractos vegetales son

efectivos para controlar todos los tipos de plagas o enfermedades.
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ANEXOS

Anexo 1
Recoleccion y limpieza de las especies vegetales.

Anexo 2
Seleccidn de especies para montaje
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Anexo 3
Prensado de los ejemplares del montaje para su secado

Anexo 4
Triturado de las especies vegetales en estudio para su secado
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Anexo 5
Seleccidn de frutos de tomate rifién con lesiones

Anexo 6
Siembra de lesiones de tomate rifidon en el medio de cultivo SDA

Anexo 7
Crecimiento micelial en el medio de cultivo SDA
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Anexo 8
Cultivo puro de Phytophthora infestans

Anexo 9
Muestras Maceradas de Ambrosia arborescens Miller y Schinus molle L.
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Anexo 10
Filtrado de las muestras de Ambrosia arborescens Miller y Schinus molle L

Anexo 11
Muestra en el rotavapor para evaporar el
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Anexo 12
Extracto total obtenido de las dos especies vegetales
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Anexo 13
Elaboracion de la concentracion maxima del extracto

Anexo 14
Concentraciones de Schinus molle
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Anexo 15
Concentraciones de Ambrosia arborescens Miller

Anexo 16
Identificacion Molecular

73



Catolica del Ecuador EOITHBLBIGLAEES

Seréis mis testigos

é|§ Pontificia Universidad LABORATORIO DE FITOPATOLOGIA Y

INFORME DE RESULTADOS

Codigo de la muestra: PS-SI

DATOS INFORMATIVOS

Solicitante: Yadira Orddiez, Ph.D.
Teléfono: 0985741212

Fecha de ingreso de la muestra: N.A.
Fecha de ejecucion del ensayo: N.A
Fecha de reporte del resultado: 31/01/2024

ENSAYOS SOLICITADOS
- PT-LFCB-001: Identificacion molecular de un microorganismo

Tipo de muestra: Colonia fingica en medio no descrito.
Caracteristicas de la muestra: Ejemplar perteneciente al género Phytophthora por identificacion
morfolégica.

RESULTADOS

Cebador: ITS1
Secuencia:

TAGTTGGGGGTCTTACTTGGCGGCGGCTGCTGGCTTTATTGCTGGCGGCTACTGCTGGGCGAGCCCTATCAAAAGGC
GAGCGTTTGGACTTCGGTCTGAGCTAGTAGCTTTTTTATTTTAAACCCTTTACTTAATACTGATTATACTGTGGGGAC
GAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGC
GAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTGCACTTCCGGGTT
AGTCCTGGAAGTATGCCTGTATCAGTGTCCGTACAACAAACTTGGCTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGAGGAGA
TGCCAGATGTGAAGTGTCTTGCGGTTGGTTTTCGGACCGACTGCGAGTCCTTTTAAATGTACTAAACTGTACTTCTC
TTTGCTCCAAAAGTGGTGGCATTGCTGGTTGTGGACGCTGCTATTGTAGCGAGTTGGCGACCGGTTTGTCTGCTGCG
GCGTTAATGGAGAAATGCTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAATGCGCTTATTGGGTGATTTTCCTGC
TGTGGCGTGATGGACTGGTGAACCATGGCTCTTTAGCTTGGCATTTGAATCGGCTTTGCTGTTGCGAAGTAGAGTGG
CGGCTTCGGCTGCCGAGGGTCGATCCATTTGGGAAATGTTGTGTACTTCGGTATGCATCTCAATTGGACCTGATATC
AGGCAAGATTACCCGCTGAACTTAGCTACATAAAGGGGGGGGAGAAGAAACACACCTTAAAACTTTCCCGTGAAC
CGTTCCACCCAATAGTTTGGGGGTCTAACTTGGCGGCCGCCGCCGGC
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Catolica del Ecuador GERTROLETEIBEIED

Seréis mis testigos

é'é Pontificia Universidad LABORATORIO DE FITOPATOLOGIA Y

Cebador: 1TS4
Secuencia:

CCAAATGGATCGACCCTCGGCAGCCGAAGCCGCCACTCTACTTCGCAACAGCAAAGCCGATTCAAATGCCAAGCTAAAGAGCCA
TGGTTCACCAGTCCATCACGCCACAGCAGGAAAATCACCCAATAAGCGCATTGTTCAGCCGAAGCCAACCATACCACGAATCGA
GCATTTCTCCATTAACGCCGCAGCAGACAAACCGGTCGCCAACTCGCTACAATAGCAGCGTCCACAACCAGCAATGCCACCACTT
TTGGAGCAAAGAGAAGTACAGTTTAGTACATTTAAAAGGACTCGCAGTCGGTCCGAAAACCAACCGCAAGACACTTCACATCTG
GCATCTCCTCCACCGACTACACGGAAGGAAGAAAGCCAAGTTTGTTGTACGGACACTGATACAGGCATACTTCCAGGACTAACC
CGGAAGTGCAATATGCGTTCAAAATTTCGATGACTCACTGAATCCTGCAATTCGCATTACGTATCGCAGTTCGCAGCGTTCTTCAT
CGATGTGCGAGCCTAGACATCCACTGCTGAAAGTTGCTATCTAGTTAAAAGCAGAGACTTTCGTCCCCACAGTATAATCAGTATT
AAGTAAAGGGTTTAAAATAAAAAAGCTACTAGCTCAGACCGAAGTCCAAACGCTCGCCTTTTGATAGGGCTCGCCCAGCAGTAG
CCGCCAGCAATAAAGCCAGCAGCCGCCGCCAAGTAAGACCCCCAACTATGGGGTTGAAACGGTTCACGTGGAAAGTTTTTAGGT
GTGGTAATGATCC

Microorganismo Similitud Niuimero de accesion Base de datos
Phytophthora infestans 98.05% ON705717.1 NCBI

Resultado vdlido tinicamente para la muestra analizada
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Anexo 17
Base de datos de las dos especies vegetales

CRECIMIENTO MICELIAL (cm) (MARCO) CRECIMIENTO MICELIAL (cm) (MOLLE)
TRATAM N PROMEDI TRATAM N PROMEDI
o | Rl Rep2 Rep3 | suna o sD DIAS mro | Rerl Rep2 Rep3 | sUMA o
T1 2 3 233 T1 15 2 2 1,833
3 T2 2 2 23 Diad] T2 7 1 15 5 13
Dia4 : . .
| 3 7 13 1667 | T3 12 2 0 3.5 13
T4 7 23 2333 T4 1 2 6.3 2,167
T1 3 ? 3,167 T1 15 23 6.8 2,067
T2 35 2 3 2,833 DI\ 5 T2 33 3 5 3
DI S - - -
| 3 3 2 2,833 | T3 28 3
T+ 3 3 3,167 T4 3 45
T1 4 5 3 5 T1 2 3
. 2 4 3 35 33 2 4 4
Dis6 : .
| 3 55 2.8 23 2,36 |DL3.6 T3 4 5
T4 4 4 4 4 T4 6 6.3 20
T1 3 3 2,15 2,71 T1 2.5 3.3 9.01
: 2 4 4 2,5 3.5 DIA 7 2 5,03 511 14,21
| DIAT T3 5 4,5 4 4,5 | T3 621 6.8 18,75
T4 7 6.3 5 5,16 T4 75 631 19,98
= B 7.25 8.05 [ 7397 = 782 817 24,22
T6 T6
o 1,33 2,05 117 4,55 151 - 1,23 2,03 1,83 5,00
(auimico) (auimico)
7 7
445 3,19 427 11,1 397 42 5,11 417 13,3 45
(solvants) (solvents)
InfoStat/L - Nueva tabla_11
Archivo  Edicién Datos Resultados Estadisticas Graficos Ventanas Aplicaciones Ayuds [R]
X - &
B ©) Resuhados o |
[l @@= i RPHAN @
Analisis de la varianza ~

.05 DMS=1,51436

AMAVA ANAVA EstDesc Shapio'wiks ANAVA EstDesc ShapioWiks EsiDesc EstDesc ANAVA AMAVA ANAVA EstDesc ANAVA EsiDesc TabloFiec AMAVA TablsFiec ANAVA EstDesc ANAVA ANAVA ANAVA EsiDesc anava [[[]
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A InfoStat/L - Nueva tabla_10
Archive  Edicién  Datos Resultados Estadisticas Graficos  Ventsnas  Aphcaciones Ayuds [R]

ol

FETARP LA ERE

Anilisis de la varianza

Variable N_ R R*A) OV
Crecimienco micelial 21 0,83 0,88 15,73

Cuadro de Anilisis de la Varianza (SC tipo III)
sc a valo:

PV,
| | Hoaeis 79,63 € 13,27 28,55 <0,0001
Tratamientos 79,63 & 13,27 28,95 <0,0001
Error 6,42 14 0,46
Total 86,05 20
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