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RESUMEN

Entre los factores que limitan la produccion del cultivo de papa se encuentran los problemas
fitopatdgenos, siendo el mas relevante la presencia del hongo de Tizon tardio (Phytophthora
Infestans) que es generalmente conocido como “Lancha”. En mision de combatir la enfermedad
se da lugar al uso excesivo de fungicidas de sintesis quimico que afecta directamente a la
produccién final, rentabilidad y calidad del tubérculo (Chauca, 2012). Por ello el presente
estudio esta enfocado en la evaluacion del efecto in vitro de tres aceites esenciales, orégano
(Origanum vulgare), tomillo (Thymus vulgaris) y menta (Mentha piperita) sobre la inhibicion
del crecimiento de Phytophthora infestans, los mismos que fueron evaluados en tres dosis, baja
100ul/20ml, media 200ul/10ml y alta 300ul/20ml mediante la siembra del patdgeno en 10 ml
de medio Agar-Malta-Antibidtico. Las placas se conservaron por un lapso de 20 dias, sin
fotoperiodo y a una temperatura constante de 20 °C, basado en la metodologia de Nustez (2010),
la toma de datos inici6 al tercer dia de realizada la siembra del hongo con la aplicacion de los
aceites y un testigo comercial (fungicida a base de ortiga). Las variables evaluadas fueron el
crecimiento del micelio a los 3, 7, 11 y 17 dias después de la siembra, el modo de accion de los
aceite y la dosis de control mas efectiva, donde los aceites de tomillo (Thymus vulgaris) y
orégano (Origanum vulgare) presentaron efecto fungicida y fungistatico en todas las dosis
aplicadas con un porcentaje de control de 88% aproximadamente. El aceite de menta (Mentha
piperita) y el control (ortiga) inhibieron el desarrollo del micelio de Phytophthora infestans en
un porcentaje entre 52 a 72%, siendo mas factible las dosis altas en estos tratamientos. En base
al analisis econémico realizado, se resalta la eficiencia del tratamiento T4 (orégano 100ul) que
presentd un indice de control significativo (88,24%) con un costo moderado de $2,51.

Palabras clave: Aceites, Orégano, Menta, Tomillo, Tizon Tardio.



ABSTRACT

Among the factors that limit the production of the potato crop are the phytopathogenic problems,
the most relevant being the presence of the “Tizon tardio” fungus (Phytophthora infestans) that
is generally known as "Lancha". In order to combat the disease, excessive use of chemical
synthesis fungicides that directly affects the final production, profitability and quality of the
tuber occurs (Chauca, 2012). Therefore, the present study is focused on the evaluation of the in
vitro effect of three essential oils, oregano (Origanum vulgare), thyme (Thymus vulgaris) and
mint (Mentha piperita) on the inhibition of the growth of Phytophthora infestans, the same ones
that were evaluated. In three doses, low 100ul/ml, medium 200ul/10ml and high 300ul/10ml by
sowing the pathogen on Agar-Malta-Antibiotic medium. The plates were kept for a period of 20
days, without photoperiod and at a constant temperature of 20 °C, based on the methodology of
Nustez (2010), the data collection began on the third day of the sowing of the fungus with the
application of the oils and a commercial control (fungicide based on nettle). The variables
evaluated were the growth of the mycelium at 3, 7, 11 and 17 days after sowing, the mode of
action of the oil and the most effective control dose, where the oils of thyme (Thymus vulgaris)
and oregano (Origanum vulgare) presented a fungicidal and fungistatic effect in all doses
applied with a control percentage of approximately 88%. Mint oil (mentha piperita) and control
(stinging nettle) inhibited the development of Phytophthora infestans mycelium in a percentage
between 52 to 72%, with high doses being more feasible in these treatments. Based on the
economic analysis carried out, the efficiency of the T4 treatment (oregano 100ul) that showed

a significant control index (88.24%) with a moderate cost of $ 2.51 is highlighted.

Key words: Oils, Oregano, Mint, Thyme, “Tizén tardio”.
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INTRODUCCION

Una gran variedad genética de papa (Solanum tuberosum L.) silvestre y domesticada se ubica
en la region andina de Sudamérica. El cultivo de papa en Ecuador se evidencia en tres zonas
especificas; zona norte (Carchi e Imbabura) zona central las provincias de Bolivar, Chimborazo,
Cotopaxi y Tungurahua en la zona sur las provincias de Loja, Azuay y Caiiar (Pumisacho, 2002).

La lancha o tizén tardio causada por P. Infestans (Mont) de Bary, es la enfermedad més relevante
que afecta el cultivo de papa (Solanum tuberosum L.) causando estragos a nivel mundial. En
varias ocasiones esta enfermedad a alcanzado mayores proporciones y consecuencias
desastrozas. Sin embargo aunque existe una gran cantidad de conocimiento sobre la enfermedad,
la lancha sigue siendo uno de los principales factores que afectan la productividad de los
cultivares de papa (Henfling, 1987), obligando a los productores a tomar controles fitosanitarios
con productos de sintesis quimico en dosis y aplicaciones excesivas. Segun datos obtenidos por
investigaciones de INIAP (1997) se realizaban de tres a diesiocho aplicaciones de fungicidas
durante el ciclo del cultivo de papa, esto dependiendo de la zona en donde se encuentre,
causando afeccciones severas en la salud y contaminacion del ambiente, ademas de elevar el

costo de produccion por costos de mano de obra e insumos.

En el area agricola el uso de compuestos naturales como los aceites esenciales para controles de
plagas y enfermedades no es exactamente algo nuevo, al haber iniciado luego de la
domesticacion de plantas, pero fueron excluidos al presentarse la eficiencia de los fungicidas
sintéticos, su facil uso e incluso precios bajos. Sin embargo en la actualidad se han presentado
restricciones en el uso de ciertos productos quimicos al causar dafio en la salud, el ambiente e

incluso provocar resistencia en ciertos patogenos (Pérez, 2015).

El presente trabajo se a enfocado a evaluar el comportamiento tres aceites esenciales frente al
patdgeno de Phytphthora infestans con fines de combatir la enfermedad, en condiciones In
Vitro.
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l. PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la provincia del Carchi, se evidencia que el ataque de lancha (P. infestans) en los cultivos de
papa (Solanum tuberosum), ha sido bastante severo, esto ocasionado por las condiciones
ambientales de la zona que se tornan muy favorables para el desarrollo del patogeno, la
enfermedad se desarrolla favorablemente entre 2800 y 3400 msnm, con temperaturas moderadas
entre 12 a 18 °C, altas humedades relativas (lluvias tempranas y soles intensos en la tarde) sin
excluir problemas por variedades muy susceptibles a la enfermedad (Pumisacho, 2002). La
lancha ataca a los cultivares de papa en cualquiera de sus fases fenoldgicas, provocando dafios
en hojas, tallos y tubérculos. Al cabo de pocos dias el patdgeno puede proliferarse y perjudicar
a la plantacién del tubérculo. Esta enfermedad ocasiona pérdidas de la produccion final en un
40 a 70% (Donaire, 2006).

El uso excesivo de productos sintéticos presenta efectos adversos como es la resistencia del
patdgeno (P. infestans) alterando sus caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas. La aplicacion
de un control quimico en un cultivo de papa representa entre el 7 y 10 % de la inversion total
(Nstez, 2010). Ademas de afectar directamente a la produccion final, rentabilidad y calidad del
tubérculo (Chauca, 2012). EIl costo de produccién de una hectarea de papa segin MAGAP,
(2014) fue de USD 4.986,57 en dode el control fitosanitario represent6 el 15,74% de la
inversion total devido a que el cultivo es susceptible a variedad de plagas y enfermedades, lo
que ademas incluye un 13,86% de mano de obra para los controles fitosanitarios.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA
La presencia de ataques severos por lancha (Phytophthora infestans) en el cultivo de papa
(Solanum tuberosum) disminuye la calidad del tubérculo, y afecta la rentabilidad de la

produccion final.



1.3. JUSTIFICACION

El estudio in vitro de aceites esenciales con efecto fungicida y/o fungistatico sobre patégenos
ha dado resultados favorables, presentando beneficios como; ser bioactivos y/o liquido y asi
permitir diferentes formas de aplicacion, ademéas son efectivos en dosis bajas, dejan baja
residualidad y corta duracion (Pérez, 2015). Por lo que el objetivo principal del presente estudio

es evaluar la dosis y el tipo de aceite mas apropiado para el combate de la enfermedad.

Los aceites de Tomillo (Thymus vulgaris) Orégano (Origanum Vulgare) presentan efecto
fungicida por la presencia de compuestos como carvacrol y timol en proporciones de 80 y 60%
respectivamente. El aceite de Menta (Mentha piperita) presenta el compuesto denominado

mentol, que es el responsable de su efecto desinfectante (Winward, 2007).

Con la finalidad de disminuir costos y evitar pérdidas en los cultivos de papa (S. tuberosum), se
emplea un método de control natural, de tal manera que el agricultor obtenga mayor rentabilidad,
mejore la calidad de sus productos y evite afecciones a la salud humana y dafios ambientales
(Guamarrigra, 2016).

Reducir los efectos toxicos de los fungicidas sobre la poblacion humana a sido motivo de
desarrollo de nuevas alternativas para mitigacion de la enfermedad P. infestans, sin embargo los

mecanismos de empleo de fungicidas sintéticos, son valorados hasta la fecha (Plenge, 2007).

1.4. OBJETIVOS Y PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1.4.1. Objetivo General
Evaluar el efecto In Vitro de tres aceites esenciales para inhibicion de crecimiento del hongo

Phytophthora infestans.



1.4.2. Obijetivos Especificos
e Evaluar la dosis méas efectiva de los tratamientos en estudio para el control de la
enfermedad in vitro.
e Determinar el modo de accion de los tres aceites esenciales y mayor efecto en la
inhibicion del hongo in vitro.
o Establecer el mejor tratamiento para el combate de P. infestans en base al anlisis

econdmico.

1.4.3. Preguntas de Investigacion
e ;Puede alguno de los tres aceites esenciales tener un efecto inhibitorio frente al hongo
de Phytophthora infestans in vitro?

e ;Pueden ser los aceites esenciales considerados como un fungicida natural?



Il. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

En la actualidad la necesidad de producir alimentos més saludables y organicos, ha ido
innovando para la obtencion de los mismos, con la aplicaciéon de controles fitopatdgenos con
elementos botanicos como menciona Bernal (2005) en la investigacion con concentraciones de
alcaloides de Lupinus exaltatus se evalué su efecto fungicida de manera in vitro sobre hongos
de Alternaria solani, Rhizoctonia sonali y Fusarium oxysporum. En donde se obtuvo controles

del patogeno de hasta 92% con dosis de 2,500 ppm

El efecto fungicida de los aceites esenciales debido a su composicién fue investigado en pruebas
realizadas con cepas de Fusarium oxysporum por un lapso de ocho dias midiendo el didmetro
de la colonia y asi determinar el porcentaje de crecimiento del micelio, arrojando resultados
benéficos, resaltando el poder de accion del aceite de Thymus vulgaris con un control del 100%

en concentraciones de 200, 250 y 300 pg/ml (Barrera, 2008).

La aplicacion de aceites esenciales de canela (Cinnamomum zeylanicum) y orégano (Origanum
vulgare) se aplicaron para combatir Aspergillus flavus. Los resultados determinaron que los dos
aceites presentan efecto fungicida en condiciones controladas, con dosis de 1000ppm en aceites

de orégano y 2000ppm en aceites de canela (Garcia, 2006).

En la investigacion de Alzate (2009) evalta el modo de accion fungicida frente a C. acutatum
con Oleos esenciales de tomillo (Thymus vulgaris) y limoncillo (Cymbopogon citratus) en donde
prevalecen compuestos como timol y citral respectivamente. Los resultados establecieron su

poder de inhibicion, en el timol 125 mg.L™ y citral 300 mg.L* esto por un lapso de 11 dias.



Como menciona Nustez (2010) actualmente el avance en el conocimiento del patogeno del
tizon tardio (Phytophthora infestans) a dado lugar a investigaciones para crear resistencia a la
enfermedad mediante mejoramiento genético, con variedades resistentes, ademas la aplicacion

de extractos naturales se a convertido en una opcion viable para el combate del patdgeno.

En estudios bibliograficos se menciona el trabajo con aceites de hojasén (Flourensia cernua
DC.), mejorana (Origanum majorana L.) y trompetilla (Bouvardia ternifolia), los tres aceites
presentaron efecto inhibitorio en el crecimiento de Rhizoctonia solani desde dosis de 4000 a
20000 ppm, con un procentaje de control de 86.2%, 67.2% Yy 34.9% respectivamente (Saldivar,
2002).

Segun Hernandez (2007) en condiciones in vitro los aceites esenciales detienen el crecimiento
del patdgeno, asi como los procesos de esporulacion, de tal manera que beneficia el control de
enfermedades en los productos hortofruticolas, sin embargo en précticas in vivo el efecto de los
aceites esenciales puede variar por el tipo de preparacién, la especie boténica, 6rgano de la

planta, época de recoleccion entre otras.

2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Tizén Tardio (Phytophthora infestans) Origen y distribucion

El agente causal del “Tizon Tardio” (Phytophthora infestans), es el resultado de mutaciones de
enfermedades que afectan a Solanum tuberosum, esto se da por medio de su tejido foliar. Desde
1950 algunos autores mencionan que el Valle de Toluca en México podria ser visto como el
lugar de origen de esta enfermedad, y esto se ha complementado al encontrar los grupos de
compatibilidad Al y A2, y el alto nivel de complejidad genética que estas presentan (Goodwin,
1992).

Eventualmente, el Patdgeno fue evolucionando en especies silvestres de Solanum, hasta que en
el siglo XIX cultivos de papa y tomate fueron introducidos a México, traidos de jardines

botanicos de la ciudad de Nueva York. La exportacion de tubérculos de papa a Europa en 1840
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dio lugar a P. infestans en Irlanda donde su poblacién dependia del consumo de papa por
alrededor de 200 afios. El clima de esta zona condiciono el desarrollo del patogeno, y entre los
afios 1845 y 1846 una severa epidemia de Tizon Tardio destruyd por completo plantaciones de
papa (Goodwin, 1992).

La teoria de Morren describié el género Botrytis infestans, en la actualidad Phytophthora
infestans, que fue corrovorada por Anthony de Bary (Ribeiro, 1998). La teoria acerca del origen
de P. infestans se propuso por primera vez por Berkeley y de Bary, y esta fue identificada en las
regiones andinas de Sudameérica como lugar de origen del hongo, esta teoria ha sido validada
por evidencias cientificas, al encontrar resistencia en especies silvestres de solanaceas y especies

cultivadas en los Andes sudamericanos.

Alrededor de los afios 80’s el Centro Internacional de la Papa inicid6 un programa de
investigacion frente a Tizon tardio en los andes sudamericanos, con resultados preocupantes al
identificar una gran cantidad de hospedantes en Ecuador y Per( (Ordofiez, 1999). Y ataques

agresivos en zonas de Colombia (Vésquez, 2017).

P. infestans ha migrado desde su lugar de origen a todo el mundo en cultivos de tomate y papa.
El tipo Al fue el Gnico que se disemind alrededor del mundo por 130 afios hasta que el tipo A2
en 1970 migr6 a Europa por medio de importaciones de papa, desplazandose hasta poblaciones
de Asia (Goodwin, 1992).

Hasta la actualidad las investigaciones sobre la etiologia, epidemiologia y control de este
patogeno han ido incrementando, ain mas luego de la aparicion del tipo A2 en Europa en 1984,
El desarrollo de nuevas tecnologias y equipos permiten el estudio de la genética del hongo, y
asi establecer el nivel de riesgo en los cultivos de papa, debido a la mutacion del patégeno
presenta resistencia a fungicidas sistémicos, mayor indice de virulencia, y presencia de oosporas

para la reproduccion sexual del patdgeno en nuevas zonas agricolas (Pérez, 2014).



2.2.1.1. Taxonomia

La clasificacion taxondémica del hongo de Phytophthora infestans se ve establecida de la

siguiente manera:

Tabla 1. Taxonomia de Phytophthora infestans
Reino: Protista

Division: Heterokontophyta

Clase: Oomycetes

Orden: Peronosporales

Familia: Pythiaceae

Género: Phytophthora

Especie: Phytophthora infestans Mont. de Bary

Fuente: ( (Martinez, 2006)

El hongo de P. infestans presenta hilos fungosos (micelio). Estos se caracterizan por carecer
de tabiques transversales (septas). ElI micelio se desarrolla entre las células y solo sus
extensiones (haustorios) entran a las células. La reproduccion se da tanto de manera sexual
(generativa) y asexual (vegetativa) (Henfling, 1987). En la clase oomycetes su pared celular
contiene mayoritariamente celulosa y B-glucanos y carecen de la capacidad de sintetizar los
esteroles (Pérez, 2014).

La lancha es la enfermedad que provoca mas dafios en los cultivares de papa del pais, las
condiciones Optimas para su desarrollo se da en alturas entres los 2.800 y los 3.400 msnm, en
ambientes favorables y sin proteccion la enfermedad puede destruir al hospedero en una semana
e incluso menos, es por eso que los costos de produccion se elevan por consecuencia de los
controles fitopatdgenos, las condiciones climaticas de la sierra ecuatoriana favorecen la
diseminacion de la enfermedad en temperaturas entre 12 y 18°C, humedad relativa alta, lluvia
matinal y tardes soleadas, variedades suceptibles sembradas agravan el proceso de control de la
enfermedad (Pumisacho, 2002).



2.2.1.2. Morfologia

Las caracteristicas que diferencian el género Phytophthora de los hongos se fundamentan en la
forma de las crestas mitocondriales (tubulares) y la composicién de sus paredes celulares, en

lugar de quitina contienen 3-1,3-glucano junto con microfibrillas de celulosa (Ribeiro, 1998).

Phytophthora infestans es un organismo perteneciente al filo Oomycota (ver fig. 1) al Reino
Protista (Cromista), agrupa a mas de 700 especies, las cuales se caracterizan por poseer dos
flagelos en las zoosporas, no contienen pigmentos fotosintéticos, presentan paredes formadas
por celulosa o polimeros similares a la celulosa, habitos acuaticos y terrestres, aunque siempre
necesitan la presencia del agua (Ribeiro, 1998). Por sus formas filamentosas parecidas a hifas,
este organismo se agrup6 originalmente con el grupo de los hongos dentro del Reino Fungi,
pero luego se confirmé mediante las filogenias moleculares de las cadenas de RNA ribosomal,
que los Oomycetes obtuvieron la habilidad de contaminar las plantas de forma auténoma de los

hongos verdaderos (Kamoun, 2011).

——— Basidiomycotina

——— Ascomycotina
e Zygomycotina
Chytridiomycetes

(animales)

FUNGI
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I E—
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-

Hypochytriomycetes

PROTOZOA

——  Myxomycota }

L (protozoos)

Figura 1. Esquematizacion de las clases en el reino eucariota. Fuente: (Pérez,
2014)



2.2.1.3. Ciclo de Vida de Phytophthora infestans

e Fase asexual
En condiciones himedas y de temperaturas bajas, los esporangios brotan de forma indirecta y
producen entre 8 a 12 zoosporas con un nucleo y dos flagelos. Las zoosporas se crean en el
interior del esporangio y son expulsadas al romperse la pared esporangial, permitiendo asi su
diseminacion. Las Zoosporas poseen dos flagelos uno que es alargado y a manera de cuerda,
mientras que el otro es corto. En un medio humedo pueden desarrollar un tubo germinativo y
penetrar las hojas a través de los estomas, o formar el apresorio, con la finalidad que la hifa

Ilegue directamente a través de la cuticula (Pérez, 2014).

Luego de haber ingresado a la planta, el micelio crece formando haustorios dentro de la células.
Si las condiciones climéaticas son favorables con temperaturas alrededor de 15°C, los
esporangios presentan germinacion directa con la formacion del tubo germinativo penetrando la

epidermis de la hoja para infectar al hospedante (Pérez, 2014). Fig 2.

e Fase sexual
Los gametangios se forman en dos hifas separadas, por lo que P. infestans es heterotalico. Asi,
ambos tipos de apareamiento Al y A2, deben estar presentes para que ocurra la reproduccion
sexual. La unién de los gametos ocurre cuando el oogonio traspasa el anteridio y sucede la
plasmogamia. Esto lleva a la fecundacion y al desarrollo de una oospora con paredes celulares

gruesas. La oospora es fuerte y puede sobrevivir en los rastrojos (Pérez, 2014). Fig. 2.
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Figura 2. Ciclo de vida Phytophthora infestans.
Fuente: (AGRIQOS, 2005)

2.2.1.4. Variabilidad genética

El estudio de estas variaciones se da lugar para determinar los procesos evolutivos que afectan
a esta especie. Las posibles causas de variacion de P. infestans son reproduccion sexual,
mutaciones, y traslado a otras zonas (Pérez, 2014). Los indicadores mas manejados para
determinar las poblaciones de este patdgeno han sido la virulencia y tipo de apareamiento. La
virulencia hace referencia a la habilidad genética de una raza de P. infestans para vencer las

defensas del hospedante causando una reaccion de afinidad, es decir se da lugar a la enfermedad.

El tipo de apareamiento viene a ser un tipo de compatibilidad necesario para dar inicio al proceso
de reproduccion sexual en especies heterotélicas. El hallazgo del tipo A2 fuera del valle de
Toluca en México, considerado por la mayoria de los investigadores como el centro de origen
del patogeno, fue la primera evidencia de cambios en la poblacion de P. infestans a nivel

mundial, el cudl era hasta ese entonces de origen asexual. A la fecha se ha reportado el grupo
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de apareamiento A2 en casi todo el mundo. La resistencia a fungicidas en el patdégeno se
establece por una menor sensibilidad que la normal a dichos productos. Esta resistencia es

consecuencia de mutaciones estables y heredables (Pérez, 2014).

2.2.1.5. Sintomas

e Hojas
Se presentan manchas de color café claro a oscuro, con apariencia himeda, las machas son de
forma irregular y a veces presentan un halo amarillento. Estos sintomas se evidencian
especialmente en las orillas y puntas de las hojas. En condiciones con alta humedad en la cara
inferior (envés) de las hojas se forman vellosidades de color blanco (esporangioforos y
esporangios) (Fig.3). Los dafios ocasionados se difunden de manera acelerada, se tornan de un
marron oscuro, se necrosan y el tejido afectado muere. A campo abierto las plantas enfermas

emiten un olor propio de la descomposicién del tejido foliar (Pérez, 2014).

Figura 3. Micelio blanquecino en el envés de las hojas
(Pérez, 2014).

e Tallosy peciolos
Lesiones necrdticas con longitudes de 5 a 10 cm, de color café a negro ubicadas en la parte

superior de la planta, con una consistencia rigida y dura (Fig. 4) cuando la enfermedad se
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disemina en todo el didmetro del tallo estos son propensos a quiebres al paso del personal,

maquinaria o vientos fuertes (Pérez, 2014) Fig. 4.

Figura 4. Lesiones alargadas de color marrén oscuro.
Fuente: (Pérez, 2014)

e Tubérculos
Los tubérculos infectados presentan zonas irregulares, algo hundidas. La epidermis se torna
marrén (Fig. 5). Con un corte transversal se puede observar prolongaciones hacia la parte
interna del tubérculo. En un estado avanzado provoca apariencia putrefacta con posibilidad de
una infeccién secundaria por otros hongos (Fusarium spp.) y bacterias (Erwinia spp.
Clostridium spp. etc.), provocando la desintegracién del tubérculo y haciendo dificil el

diagndstico (Pérez, 2014).

Figura 5. Estrias necrdticas. Fuente:
(Pérez, 2014)
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2.2.1.6. Epidemiologia

Las yemas formadas a partir de los tubérculos infectados establecen el inculo inicial, el micelio
crece a través del tallo y llega a la superficie del suelo. Cuando el micelio llega a las partes
aéreas de la planta, se forman los esporangios que se diseminan por medio de vientos o agua a
las plantas adyacentes (Pérez, 2014).

El tubo germinativo penetra a traves del estoma y forma un micelio intercelular. Al paso de
unos dias luego de producirse la infeccién (en condiciones favorables) emergen nuevos

esporangioforos a traves de los estomas para infectar a las plantas vecinas (Pérez, 2014).

La inoculacion también puede darse a través de heridas o lenticelas. Dentro del tubérculo se
forman los haustorios utilizando el contenido de las células como alimento. Las infecciones
pueden darse en la cosecha si los tubérculos son expuestos a follaje contaminado o a esporangios
presentes en el suelo. La pudricion se debe a una infeccion secundaria, condiciones inadecuadas

de almacenamiento y micelio sobreviviente en el suelo hasta la nueva siembra (Pérez, 2014).

El tizén tardio es comln en zonas con temperaturas entre 15 y 22°C y humedad relativa mayor
al 80%. EIl patdgeno, se transmite a través de semillas y puede sobrevivir en forma de micelio
en otras plantas cultivadas o arvenses de la familia de las solanaceas, o en residuos de cosecha,

que permanecen en el suelo (Jaramillo, 2007).

Los ataques de lancha son méas graves en paises con altos porcentajes de humedad y la escasez
de recursos econdémicos que restringen la capacidad de los productores para el combate de este
patdgeno. Problemas como diseminacion rapida del patdgeno y la resistencia a fungicidas
sintéticos ha dado como resultado que la lancha sea la causa mas limitante y costosa de la

produccion alimentaria mundial (Huarte, 2001).
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El tizon tardio de la papa, en la actualidad es la enfermedad més grave que se presenta en la
provincia del Carchi y a nivel mundial. Los agricultores de Carchi ponen en préactica dos tipos
de control; la aplicacion de fungicidas quimicos y utilizacion de variedades con resistencia a la
enfermedad. El hongo se desarrolla bien en condiciones frescas y humedas como aquellas

encontradas en la provincia del Carchi (YYaggen, 2003).

2.2.2 Aceites esenciales

Son sustancias concentradas extraidas naturalmente de plantas. En general se definen como
mezclas etéreas, productos el metabolismo secundario de las plantas, alrededor de 60 a 80
familias del reino vegetal producen 6leos esenciales, en familias como: compuestas, labiadas,

lauraceas, mirtaceas, rosaceas, rutaceas, umbeliferas, pinaceas (SENA, 2012).

Habitualmente son destilados por arrastre de vapor de agua. Los aceites esenciales generalmente

son mezclas complejas de hasta mas de 100 componentes que pueden ser:

e Compuestos ciclicos de bajo peso atdbmico (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas,
ésteres y acidos).

e Monoterpenos.

e Sesquiterpenos.

e Fenilpropanos (SENA, 2012).

2.2.2.1. Clasificacion de los aceites esenciales

De acuerdo con su consistencia los aceites esenciales se clasifican en esencias fluidas, balsamos
y oleorresinas. Las esencias fluidas son liquidos volatiles a temperatura ambiente. Los Balsamos
son de consistencia mas espesa, son poco volatiles y propensos a sufrir reacciones de
polimerizacion. Las Oleorresinas poseen un aroma muy concentrado son viscosos 0 sustancias
semisalidas (Martinez, 2003).
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En base al origen los aceites esenciales se clasifican como naturales, artificiales y sintéticos. Los
naturales son extraidos directamente de la planta y no pasa por alteraciones quimicas o fisicas.
Los artificiales se obtienen enriqueciendo una sustancia con otro compuesto. Los aceites

esenciales sintéticos son producidos mediante sintesis quimica (Martinez, 2003).

2.2.2.2. Principales propiedades fisicas

Los aceites esenciales con capacidad volatil, liposolubles, solubles en alcohol, éter entre otros,
pero insolubles en agua, son inflamables. Su densidad es inferior a la del agua, compuestos por
hidrocarburos (compuestos oxigenados) (SENA, 2012).

2.2.2.4. Principales propiedades organolépticas

La calidad y pureza de los aceites esenciales varian debido al tipo de planta, estado del cultivo,
tiempo de recoleccion, método de extraccion y parte de la planta de donde sera extraido.

La cantidad de principios activos (productividad) de las plantas medicinales y aromaticas estan

determinadas por los siguientes factores:
-Genético. Resultado del metabolismo secundario
-Ontogenético. Estado fenol6gico de la planta

-Ambiental. Condiciones ambientales, nutricion de la planta y plagas que hayan afectado el
tejido vegetal (SENA, 2012).

2.2.2.5.1. Destilacion por arrastre de vapor

La muestra de tejido vegetal habitualmente fresca y picada, se coloca en una camara y sometida
a una corriente de vapor de agua sobrecalentado, la esencia es condensada y recolectada. Esta
técnica es la mas empleada a nivel industrial por su alto rendimiento, conserva la pureza del

aceite y no necesita de tecnologia sofisticada (Martinez, 2003).
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2.2.2.6. Aceites esenciales en la industria fitosanitaria

Los aceites esenciales se utilizan para el control de plagas, formando parte de compuesto de

herbicidas, insecticidas, fungicidas, nematicidas y acaricidas (SENA, 2012).

En el area agricola, el empleo de compuestos naturales (aceites esenciales) para el combate de
plagas y enfermedades no es algo reciente. Pero fueron desconsiderados por la aparicion de
fungicidas sintéticos al ser eficientes, y de econémicos, sin embargo actualmente se han
pronunciado varias restricciones para el uso de estos productos al ser causantes de afecciones a
la salud del productor y consumidor, dafios en el ambiente e ineficiencia en su control al crear

resistencia frente al patégeno (Faggiani, 2015).

2.2.3. Aceite esencial de Tomillo (Thymus vulgaris)

En su composicion se encuentra el timol en concentraciones de hasta el 80%. Se comprueba
ademaés la presencia de carvacrol, gamma-terpineno y p-cimeno (precursor del timol). Los
aceites esenciales derivados de las especies de Thymus, han sido registrados por su poder

antibacteriano y antifungico (Winward, 2007).

2.2.4 Aceite esencial de Orégano (Origanum vulgare)

La importancia del orégano crece al encontrar otras propiedades distintas a las tradicionales
(alimentos, perfumeria, y farmacos). Estudios actuales indican que el aceite de orégano ejerce
poder inhibitorio sobre el crecimiento de hongos (Aranda, 2009).

Actualmente el uso de este aceite como antimicrobiano cuyos componentes principales son
carvacrol y timol, que otorgan al orégano sus caracteristicas asepticas, estimulantes, diuréticas,
entre otras (Aranda, 2009).
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2.2.5 Aceite esencial de Menta (Mentha piperita)
Estd compuesto por mentol (30-40% Yy en algunos casos mas de 50%), mentona (15-25%),
mentil acetato (4-10%), mentofurano, isomentona, carvona, pulegona, neomentol, piperitenona,

jasmona, cineol, linalol e hidrocarburos variados (Colpa, 2016).

2.2.6. Modo de accion Timol y carvacrol

Compuestos que poseen actividad antifingica y antibacteriana. Estos compuestos han sido
probados en variedad de microorganismos de importancia alimenticia, como por ejemplo;
Fusarium spp. Aspergillus spp. Rhizobium leguminosarum. Salmonella thiphymurium, Vibrio
vulnificus y Bacilluscereus, entre otros (Ultee, 1998). El carvacrol y timol tienen varios sitios
de accion esto dependiendo de su nivel de concentracion utilizada, causando inhibicion o

inactivacion de los microorganismos (Ultee, 1998).

2.2.7. Modo de accion Mentol

En el caso del AE de Mentha piperita, la actividad fungistatica fue producida por el mentol Este
terpeno oxigenado ciclico, es parcialmente soluble en agua lo que permite una mayor interaccién
en la fase lipido- agua de las membranas de los microorganismos, aunque los mecanismos de

accion para inhibir el desarrollo fangico no han sido elucidados (Ultee, 1998).
2.3. Variedad Capiro

e Diacol Capiro proviene de cruzamientos con Tuquerrefia (CCC 61) x 1967 (C) (9)
(CCC751). Liberada en 1968.

e Periodo vegetativo: 4,5 a 6 meses, segun la altitud del lugar donde se cultive

e Rendimiento comercial: 25 — 30 t/ha; predominan tubérculos grandes

e Materia seca: 22% (peso especifico: 1,085)

e Azucares reductores: 0,1%

e Periodo de reposo del tubérculo: dos a tres meses

o Enfermedades: susceptible a la Gota de la Papa (Phytophthora infestans) y Rofia de la Papa

(Spongospora subterranea).
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Figura 6. Tubérculo de Capiro. Fuente: (INIAP, 1998).

2.4. Variedad Super chola.

18

Origen genético: [[(Curipamba negra x Solanum demissum)]x clon resistente con comida
amarilla x chola seleccionada)]]

Subespecie: andigena

Maduracion: semitardia

Rendimiento: 30 t/ha

Contenido de materia seca: 24%

Gravedad especifica: 1,098

Usos: consumo fresco, procesamiento (papas fritas)

Follaje: tupido, crecimiento réapido, tallos firmes; hojas medianas que cubren bien el terreno.
Enfermedades: muy susceptible a lancha (P. Infestans), moderadamente resistente a roya (P.
Pittieriana) y tolerante al nematodo del quiste de la papa (Globodera pallida) (INIAP,
1998).

Figura 7. Tubérculo de Super chola. Fuente: (INIAP, 1998).



I1l. METODOLOGIA

3.1. ENFOQUE METODOLOGICO
Cuantitativa: Se determind las dosis méas apropiadas para llevar a cabo un proceso inhibitorio
del hongo (Phytophthora infestans), ademas de evaluar la concentraciéon de los aceites para

relacionarlo con su modo de accion.

Cualitativa: Investigacion cualitativa al determinar, el mejor aceite empleado en el ensayo en

base a su modo de accién.

Esta experimentacion se llevd a cabo durante 45 dias, en 25 dias se dio lugar a la recoleccion de
muestras de variedad Capiro y de variedad Sdper chola, esterilizacion de material y la
diseminacion del patdgeno en medios de cultivo (Agar- Malta-Antibiético). El periodo en que
los tratamientos fueron evaluados se llevé a cabo por un lapso de 20 dias con revisiones y toma

de datos en los, 3, 7, 11 y 17 dias después de la siembra del patégeno.

3.1.1 Investigacion experimental

La siguiente investigacion fue tomada de Nustez (2010), manteniendo ese protocolo para el
proceso de experimentacion aplicado en laboratorio. La fase de campo consta en la recoleccién
de las muestras para la inoculacién del hongo, de variedad Superchola, misma que fue tomada
de un cultivo de seis meses de edad en fase de senescencia obtenida en el canton Tulcan con
una temperatura media de 11,8°C y una humedad relativa de alrededor de 88%) (Mora, 2012).
La segunda muestra tomada fue de la variedad Capiro, de un cultivo de tres meses de edad (en
fase de formacién de estolones), obtenida en el canton Bolivar, con una temperatura promedio
de 14°C y humedad relativa promedio del 72% (Mora, 2012).

3.1.2. Investigacion de Gabinete

Se recopil6 informacidn bibliografica y de sitios web para fundamentacién de la investigacion

y apoyo en la realizacion del proceso experimental.
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3.1.3. Investigacion correlacional

Relaciona sus variables como son los aceites esenciales y la proliferacién o crecimiento del
hongo Phytophthora infestans, en el proceso de experimentacién, para determinar sus

comportamientos.

3.2. HIPOTESIS O IDEA A DEFENDER
Hi: La aplicacion de aceites esenciales inhibe el crecimiento de Phytophthora infestans, en

condiciones controladas (In Vitro).

Ho: La aplicacion de aceites esenciales no inhibe el crecimiento de Phytophthora infestans, en

condiciones controladas (In Vitro).

3.3. VARIABLES EVALUADAS

a) Crecimiento del Hongo:

Se realizo la siembra de ejemplares de P. infestans con muestras obtenidas de las variedades
Capiro y Superchola, la observacién y medicién del tamafio del micelio fue dada en cm, su
tamario se midié con un calibrador y los datos se obtuvieron a los 3, 7, 11y 17 dias después de

la siembra.
b) Dosis

Se realiz6 la disolucion de los aceites a ser aplicados en dosis baja 100ul/10ml de medio de
cultivo, media 200 pl/10ml de medio de cultivo y alta 300 pl/10ml de medio de cultivo.

c) Aceites

Orégano: a los 11 dias de inoculado el hongo con micropipeta se aplicé el aceite en las dosis

media, baja y alta esto a ser evaluado por 17 dias.

Tomillo: a los 11 dias de inoculado el hongo con micropipeta se aplico el aceite en las dosis

media, baja y alta esto a ser evaluado por 17 dias.

Menta: alos 11 dias de inoculado el hongo con micropipeta se aplico el aceite en las dosis media,

baja y alta esto a ser evaluado por 17 dias.
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3.4. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla 2 Operacion de Variables

Definicion
Hipotesis Variable conceptual de la Dimension Indicadores Técnica Instrumento
variable
Observacion éje|| Muestra del patogeno
Siembra de muestras de crecimiento de
- micelio en
P. Infestans obtenidas condiciones in vitro
El hongo de las variedades on un medio Adar- _ .
VD Phytophthora Capiro y Superchola, 110 Ag Camara de flujo
: Infestans. de la Malta-antibiotico a laminar. Pipetas de
crecimiento " , estoporun lapso de 11 1, 0'3'2 11y 17 i '
A clase Oomicetes Siembra del dias. 085, 7, 11y 18s | 10ml. Pinzas. Cajas
in vitro de produce la hongo después de la Petri de 10 cm de
Phytophthor | ¢nfermedad mas siembra didmetro
a infestans importante del
cultivo de papa Siembra del patogeno Calibrador,
conocida como en medio Agar (39g/l)- ” .
L . . Observacion
La aplicacion tizon tardio. Malta (20g/1)- macroscopica Libreta de
gseei((::?;iz Antibiético (0.4ml/l). medicion del area. anotaciones,
inhibe el Cémara fotografica
crecimiento In
Vitro de
Ph_ytfophthora Los aceites Disolucion en alcohol | Identificacion de la
Infestans esenciales son absoluto (1ml de pureza del aceite | Matraz aforado a 25
sustancias aceite/2ml de alcohol) | empleadoenbaseala | ml, Micropipeta.
Vﬁlf’(‘;"%& por 10 minutos. disolucion.
VI resultado de un
Evaluacion metabolismo e
de tres secundario. Do|5|f|ca0|_?n de
: o os aceites
aceites Utilizadas para Aplicacion de aceites | Inoculacion del
esenciales | repelery controlar en concentraciones | patdgeno en 10 ml de | Cajas Petri de 10 cm
plagas, con ellos baja 100pl, media 200 | medio  Agar-Malta- | de diametro libreta de
S€ preparan ul y alta 300 pl a los 11 | AntibiGtico, se coloca | anotacion, sellos de
_herbicidas, dias de inoculado el | el aceite respectivo identificacion,
'?SECI_'(f:jdaS’ hongo. por tratamiento.
ungicidas,
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nematicidas,
acaricidas.

Orégano: es muy
eficaz para tratar

Aplicacidn de aceites
en concentraciones

Inoculacion del
patégeno en 10 ml de

Cajas Petri de 10 cm
de diametro libreta de

activos el timol y

el carvacrol son
muy efectivos

frente a bacterias

Aplicacion de aceites
en concentraciones
baja 100ul, media 200
ply alta 300 plalos 11
dias de inoculado el

patégeno en 10 ml de
medio  Agar-Malta-
Antibiético, se coloca
el aceite respectivo

enfermedades baja 100ul, media 200 | medio  Agar-Malta- anotacion. sellos de
provocadas por | plyalta 300 plalos 11 | Antibidtico, se coloca identi ficaci’én frascos
hongos y dias de inoculado el el aceite respectivo autoclaval,)Ies
levaduras. hongo. por tratamiento. '
Tomillo: Sus
compuestos Inoculacién del | Cajas Petri de 10 cm

de diametro libreta de
anotacion, sellos de
identificacioén, frascos
autoclavables.

Mentol, funciona

como fungicida e

insecticida repele
&fidos, moscas.

baja 100pul, media 200
ply alta 300 pl a los 11
dias de inoculado el
hongo.

patégeno en 10 ml de
medio  Agar-Malta-
Antibiético, se coloca
el aceite respectivo
por tratamiento.

y hongos. hongo. por tratamiento.
Menta: su

Componente | Aplicacion de aceites | Inoculacion  del | o oo o
principales en concentraciones :

de diametro libreta de
anotacion, sellos de
identificacioén, frascos
autoclavables.

Elaborado por Ramirez N. (2018)




3.5. METODOS UTILIZADOS

3.5.1. Siembra del Hongo

El proceso de esterilizacion de material previo a ser utilizado en el laboratorio y dar paso a
la siembra. La cristaleria se envolvid en papel, y se esterilizd en la estufa a una temperatura
de 180°C por el lapso de una hora (Pérez, 2010).

La esterilizacion de los medios de cultivo se realizé en autoclave, teniendo en cuenta la
temperatura y puntos de fusion de cada uno de los aceites para evitar cambios en su

composicion.

Se uso el aislamiento de dos muestras de Phytopthora infestans, de papa variedad Super
chola, y de variedad Capiro, recolectados en el canton Tulcan y canton Bolivar
respectivamente, estas muestras fueron sembradas en un medio Agar-Malta-Antibidtico (ver
anexo 3). Se colocé en la incubadora a una temperatura de 20°C por un lapso de 11 dias para

su propagacion.

Se realiz6 nuevamente la siembra del inoculo en medio Agar-Malta-Antibiotico (Agar 39g/1,
E. Malta 20 g/, antibidtico 0,4 ml/l) colocando una rodaja de 5mm de papa variedad super
chola y capiro (individualmente una en cada caja Petri) con el fin de activar la patogenicidad
de la enfermedad.

Se colocd una rodaja de papa de 5mm en el centro de la caja Petri, seguido se tomé una
muestra del hongo proliferado posteriormente y se coloc6 encima de la rodaja de papa, se

sell6 la caja Petri y se llevé a la incubadora.

La siembra del patdgeno (disco de 5 mm del inoculo diseminado) se colocé sobre la rodaja
de papa de 5 mm. Se sell6 la caja Petri y se coloco en la incubadora para su evaluacion. El
crecimiento del hongo fue medido con un calibrador o pie de rey, con cuatro mediciones, a
los tres, siete, once y diecisiete dias después de la siembra y se evidencid el desarrollo

mediante capturas fotogréaficas.
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3.5.2. Aceites esenciales

Se usaron aceites esenciales comerciales en este caso de Thymus vulgaris (Young Living

Essential oils), Origanum vulgare (Young Living Essential oils), mentha piperita (Naturales

Casvior). El testigo comercial fue un fungicida natural elaborado a base de ortiga, (Remedios

Ecoldgicos para la Pacha). Se realizé una disolucion en alcohol absoluto, en relacion 1ml

aceite/2ml de alcohol. Anexo 6.

3.5.2.1 Aplicacion de los aceites

La metodologia para la aplicacion de los aceites previamente disueltos y el testigo comercial,

consistio en colocar en el medio de cultivo las dosis baja 100ul, media 200ul y alta 300l

(ver tabla.3) en las unidades experimentales (caja Petri).

Tabla 3. Dosificacion de los aceites utilizados en cada tratamiento

Tratamiento

Aceite (Cbdigo)

Dosis

T1

T2

T3

T4

TS5

T6

T7

T8

T9

T10

T11

T12

Menta
Menta
Menta
Orégano
Orégano
Orégano
Tomillo
Tomillo
Tomillo
Control (ortiga)
Control (ortiga)

Control (ortiga)

Baja: 100 pl/20ml de medio (agar-malta-antibiético)
Media: 200 pl/10ml de medio (agar-malta-antibi6tico)
Alta: 300 pl/10ml de medio (agar-malta-antibiético)
Baja:100 pul/10ml de medio (agar-malta-antibiético)
Media:200 ul /10ml de medio (agar-malta-antibi6tico)
Alta:300 ul/10ml de medio (agar-malta-antibidtico)
Baja: 100 pl/10ml de medio (agar-malta-antibiético)
Media: 200 ul/10ml de medio (agar-malta-antibiotico)
Alta:300 pl/10ml de medio (agar-malta-antibidtico)
Baja: 100 pl/120ml de medio (agar-malta-antibiético)
Media:200 ul/10ml de medio (agar-malta-antibi6tico)

Alta:300 ul/10ml de medio (agar-malta-antibidtico)
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3.6. Caracterizacion del ensayo

El ensayo fue realizado en el laboratorio 202 (Lab. De biotecnologia y microbiologia) de la
UPEC, en la provincia del Carchi, los medios fueron esterilizados en autoclave y el material
de cristaleria en la estufa. Se hizo uso de la camara de flujo laminar para realizar la siembra
en condiciones asepticas. Las placas Petri fueron colocadas en la incubadora para mantener

la temperatura constante por un lapso de 17 dias.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Disefio Completamente al Azar; 12 tratamientos con cuatro repeticiones y dos cajas Petri
por cada unidad experimental con 48 unidades experimentales. Fig. 8. Se aplicd una prueba
de Tukey al 5%, para determinar las diferencias significativas entre tratamientos, con los

datos promedio de las dos variedades de papa (Capiro y superchola).

Se empled una prueba planteada por Shapiro Wilk, para determinar la normal distribucion

de los datos.

Para determinar la relacion entre los factores 1 y 2 (aceites y dosis) se realiz6 un analisis

factorial en la presencia de dos factores:

1. Modo de accion del aceite fungicida y/o fungistatico.

2. Dosis efectiva para el control del hongo (Phytophthora Infestans).

El ensayo se probd en dos variedades de papa; variedad Superchola y variedad Capiro. El
desarrollo del patdgeno (crecimiento del micelio) se midié en cm determinando asi la
eficiencia de cada uno de los aceites evaluados, al establecer un porcentaje de control en los
resultados. Para determinar el tratamiento méas efectivo se consider6 el poder de accion de
cada aceite para inhibir el desarrollo del hongo y se realiz6 un analisis econdmico basado

los costos de cada tratamiento.
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TEATAMIENTOS
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Figura 8. Distribucion de tratamientos y repeticiones




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS

Las placas se conservaron en la incubadora por un lapso de 20 dias sin fotoperiodo y a una
temperatura constante de 20 °C. La toma de datos inici¢ al tercer dia de realizada la siembra
del hongo, en el medio de cultivo Agar-Malta-Antibiotico con la aplicacion de los aceites y
el testigo comercial.

4.1.1. Porcentaje de control de Phytophthora Infestans bajo 3 aceites esenciales y un

testigo comercial en dosis baja, media y alta a los 17 dias de observacion

El dltimo dia de observacion (17 dias despues de la siembra) se determind la eficiencia del
tratamiento aplicado, resaltando el modo de accién de los aceites de tomillo (Thymus
vulgaris) y orégano (Origanum vulgare) que presentaron un control aproximadamente del
88% al inhibir el crecimiento del patégeno con actividad fungicida y fungistatica en todas
las dosis evaluadas, esto en los dos tipos de variedades de papa en los que fue aplicado el
ensayo. (Tabla 5). El aceite de menta presenta mayor control de la enfermedad en dosis altas
(300ul) siendo mas efectiva en la variedad Capiro, con un control del 76%. EIl control
(fungicida de ortiga) fue mas eficiente en la variedad Super chola, el tratamiento T11 (control
dosis media 200pl) present6 un control del 74%. (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de control de Phytophthora infestans bajo 3 aceites esenciales y un
testigo comercial en dosis baja, media y alta a los 17 dias de observacién

Aceite esencial Tratamientos % Control Super chola % Control Capiro
Menta B 1 47,235 59,912
Menta M 2 57,088 51,221
Menta A 3 70,412 76,015

orégano B 4 88,235 88,235
Orégano M 5 88,235 88,235
Orégano A 6 88,235 88,235
Tomillo B 7 88,235 88,235
Tomillo M 8 88,235 88,235
Tomillo A 9 88,235 88,235
Control B 10 52,118 67,971
Control M 11 74,206 59,824
Control A 12 63,206 72,176
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4.1.2. Desarrollo de micelio en las dos variedades de papa (Super chola y Capiro)

El desarrollo del micelio de P. infestans medido en cm se representa en la Fig. 9. para la
variedad Capiro, como menciona Guamarrigra (2016). La variedad Capiro muestra cierta
resistencia al hongo de Phytophthora infestans a diferencia de la variedad Super chola que
es muy susceptible a la enfermedad. El tratamiento T2 (T2 menta dosis media 200ul/10ml)
fue el que presentd mayor desarrollo del patdgeno en esta variedad. Los tratamientos de
orégano (T4, T5, T6) y tomillo (T7, T8 y T9) en todas las dosis evaluadas obtuvieron el
menor indice de desarrollo del micelio, seguido del T3 (menta 300ul/10ml) que presentd un

control moderado.

Crecimiento del micelio en la variedad Capiro
8,014 4,15
3,42
E 4,704
o 3,41
c
(]
(=]
E 2,72
= 2,37
3 3% 2,04
Q
=
2
£
®
5 2074
1,00 1,00 1,00 1,00 100 1,00
076 : : : | | il [ [ [ : : :
' T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 ™ T12
TRATAMIENTO

Figura 9. Crecimiento del hongo en la variedad Capiro a los 17 dias

La variedad Super chola segun Guamarrigra (2016) es muy susceptible a la enfermedad,
condicionando el cremiento del hongo (Phytophthora infestans). Su mayor indice de
desarrollo se di6 en el tratamiento de menta dosis baja (T1 menta 100ul/10ml) con un

crecimiento promedio de 4,49 cm.

Los tratamientos de orégano (T4, T5, T6) y tomillo, (T7, T8 y T9) en todas las dosis
evaluadas al igual que la variedad capiro proporcionaron el mayor nivel de control del

patogeno, seguido del T11 (control 200ul/20ml) que presentd un control moderado. Fig 10.
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Figura 10. Crecimiento del hongo en la variedad Saper chola a los 17 dias.

Los aceites mas eficiente para inhibir el crecimiento del patdgeno fueron los tratamientos

T4, T5, T6, T7, T8, T9 que presentaron efectos fungicida y fungistético durante los 17 dias

de evaluacion. El aceite de menta Unicamente presentd resultados positivos en el tratamiento

T3 alos 7 y 11 dias de valoracion. El lote de control pudo inhibir el desarrollo del hongo

unicamente los primeros tres dias de evaluacién. Los aceites que presentan control eficiente

(positivo) se representan en la Tabla 5.

Tabla 5. Eficiencia de control del hongo en los 17 dias de observacion

Dias
Tratamientos Aceites 3 Dias 7 Dias 11 Dias 17 Dias
T1 Menta 100ul
T2 Menta 200ul
T3 Menta 300ul Positivo Positivo
T4 Orégano 100ul Positivo Positivo Positivo Positivo
T5 Orégano 200ul Positivo Positivo Positivo Positivo
T6 Orégano 300ul Positivo Positivo Positivo Positivo
T7 Tomillo 100ul Positivo Positivo Positivo Positivo
T8 Tomillo 200pl Positivo Positivo Positivo Positivo
T9 Tomillo 300pl Positivo Positivo Positivo Positivo
T10 Control(ortiga) 100pl Positivo
T11 Control(ortiga) 200pl Positivo
T12 Control(ortiga) 300ul Positivo
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4.1.3. Prueba de distribucién de datos (prueba de normalidad)

Mediante la prueba de normalidad planteada por Shapiro-Wilk, se determiné si los datos
obtenidos presentan una distribucion normal (Pedrosa, 2015). Al observar la columna p
(Unilateral D) si los valores son superiores al valor de significancia en este caso el valor de

0,05 quiere decir que podemos asumir que la distribucion de datos es normal (Kahn, 2017).

Al obtener un valor de 0,1410 (tabla 6)en los datos del crecimiento promedio del micelio,
no se rechaza la hipétesis nula, y se asume que los datos obtenidos siguen una distribucion
normal, para proceder a los respectivos analisis estadisticos con pruebas de significancia en
este caso empleando la prueba de Tukey.

Tabla 6. Prueba de normalidad Shapiro-Wilk aplicado

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Crecimiento promedio 24 3,18 2,30 0,92 0,1410

4.1.4. Andlisis factorial y prueba de Tukey a los 3 dias de observacion posterior a la
siembra del hongo.

Se realizd un andlisis factorial y prueba de Tukey con el crecimiento promedio obtenido en
las dos variedades de papa (Capiro, Superchola), esto para un resultado generalizado del
indice de control que presenta cada aceite o tratamiento. Para los tres dias trascurridos, el
analisis factorial aplicado a la experimentacion se realiz6 con la interaccion de dos factores.
En este caso, los factores dosis y aceites trabajan conjuntamente (p=0,0397), en el proceso

de inhibicion del crecimiento del hongo de Phytophthora Infestans. (Tabla 7).

Tabla 7. Andlisis factorial Aceites*Dosis a los 3 dias de observacién

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 7,32 11 0,67 6,45 <0,0001
Aceites 5,69 3 1,90 18,37 <0,0001
Dosis 0,08 2 0,04 0,40 0,6700
Aceites*Dosis 1,55 6 0,26 2,50 0,0397
Error 3,72 36 0,10
Total 11,04 47
CVv 22,31
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Al tercer dia de observacion se determind que el hongo presentaba un desarrollo similar en
los tratamientos del rango D con un control del 100%. El tratamiento ubicado en el rango A
(T1 menta 100ul) el que proporciond mayor desarrollo del patdgeno con un porcentaje de
13,88% de crecimiento. Fig. 11.
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3 4 | sco
0,8%
0,00% 0,00% 000% 0,00% 0.00% 000% 0,00%
cD —
a go [ o go ED gn gn gn
0 1 , , , ,
1 2 3 12 10 8 5 4 7 8
Tratamientos

Figura 11.Desarrollo del Hongo de P. infestans a los 3 dias con los 12 tratamientos
aplicados
4.1.5. Analisis factorial y prueba de Tukey a los 7 dias de observacién posterior a la
siembra del hongo.
Con un coeficiente de variacién de 17,94% el andlisis factorial arrojo los siguientes
resultados. Al séptimo dia de observacion, los factores aceite y dosis influyen conjuntamente

en el proceso de desarrollo del patdgeno en el medio. Tabla 8.

Tabla 8. Analisis Factorial Aceites*Dosis a los 7 dias de observacion

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 5,79 11 0,53 37,11 <0,0001
Aceites 5,42 3 181 127,39 <0,0001
Dosis 0,10 2 0,05 3,70 0,0346
Aceites*Dosis 0,26 6 0,04 3,11 0,0148
Error 0,51 36 0,01
Total 6,30 47
CVv 17,94

El anélisis factorial aplicado a los 7 dias de observacion determiné que los tratamientos de
orégano (T4, T5, T6) y tomillo, (T7, T8 y T9) ubicados en el rango C presentaron efecto
fungistatico con un porcentaje del 11% de desarrollo del patdgeno. Los tratamientos

ubicados en los rangos AB, muestran cierto porcentaje de control frente al patdgeno, sin
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embargo el mayor desarrollo del hongo se dio en el tratamiento del rango A (T1 menta

100ul) con un desarrollo aproximadamente del 44%. Fig. 12.

4.1.6. Andlisis factorial y prueba de Tukey a los 11 dias de observacién posterior a la
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Figura 12. Desarrollo del Hongo de Phytophthora infestans a los 7 dias con los 12

tratamientos aplicados

siembra del hongo.

Con un coeficiente de variacion de 15,74% el andlisis factorial arrojo los siguientes

resultados. Al onceavo dia de observacion, los factores aceite y dosis continGan trabajando

simultaneamente en el proceso de desarrollo del patégeno. Tabla 9.

Tabla 9. Andlisis Factorial Aceites*Dosis a los 11 dias de observacion

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 3,03 11 0,28 19,00 <0,0001
Aceites 2,65 3 0,88 60,80 <0,0001
Dosis 0,13 2 0,07 4,54 0,0175
Aceites*Dosis 0,25 6 0,04 2,92 0,0202
Error 0,52 36 0,01
Total 3,55 47
CVv 15,74
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En los 11 dias de observacién los Tratamientos presentes en el rango B orégano (T4, T5, T6)
y tomillo, (T7, T8 y T9) permanecieron invariables en su efecto fungistatico, los aceites
correspondientes a los rangos A, disminuyeron su poder de accion frente al desarrollo del
patogeno. Siendo el tratamiento 10 (T10 control 100pl) el de mayor incremento del micelio

en el medio de la placa Petri. Fig. 13.
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Figura 13. Desarrollo del Hongo de Phytophthora infestans a los 11 dias con los 12
tratamientos aplicados

4.1.7. Anélisis factorial y prueba de Tukey a los 17 dias de observacion posterior a la
siembra del hongo.

El dltimo dia de observacion (Dia 17), el desarrollo del patégeno fue determinado por la
influencia de cada tipo de aceite, en donde se puede resaltar la eficiencia de los aceites de
los orégano (2) y el aceite de tomillo (3), al evitar el desarrollo del hongo con modo de accion
fungicida y fungistatico. Los aceites de menta (1) y control a base de ortiga (4), permitieron
el desarrollo de la enfermedad, en porcentajes de 81.73% y 72.4% respectivamente. Fig. 14.

Tabla 10. Andlisis Factorial Aceites*Dosis a los 17 dias de observacion

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 0,65 11 0,06 5,38 0,0001
Aceites 0,58 3 0,19 17,46 <0,0001
Dosis 0,03 2 0,01 1,21 0,3113
Aceites*Dosis 0,05 6 0,01 0,74 0,6223
Error 0,40 36 0,01
Total 1,05 47
CVv 11,78
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Figura 14. Desarrollo del Hongo de Phytophthora infestans a los 11 dias con los 12
aceites aplicados

4.1.8. Analisis econémico (costos)

En la tabla 11 se observa el analisis econdmico, por cada uno de los tratamientos aplicados,

determinando asi que el tratamiento con mayor eficiencia en el control de la enfermedad y a

un precio rentable es el tratamiento T4 (orégano 100pul) al ser efectivo desde la dosis méas

baja que se evaluo, seguido del tratamiento T12 (control de ortiga 300ul) que presentd un

costo menor al T4 pero su indice de control fue menor, requiriendo asi de la dosis mas alta

para mitigar el desarrollo la enfermedad.

Tabla 11. Analisis econdmico por tratamiento aplicado

Tratamientos Aceite Dosis Precio por | Precio por % de
dosis tratamiento | control
T1 Menta 100 pl/20ml | 0,26 2,11 53,57
T2 Menta 200 pl/10ml | 0,52 4,21 54,15
T3 Menta 300 pl/20ml | 0,78 6,32 73,22
T4 Orégano 100 pl/10ml | 0,31 2,51 88,23
T5 Orégano 200 pl/20ml | 0,62 5,01 88,23
T6 Orégano 300 pl/10ml | 0,94 7,53 88,23
T7 Tomillo 100 pl/10ml | 0,38 3,04 88,23
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T8 Tomillo 200 pl/10ml | 0,76 6,09 88,23

T9 Tomillo 300 pl/10ml | 1,14 9,13 88,23

T10 Control 100 pl/10ml | 0,05 0,40 60,045
(ortiga)

T11 Control 200 pul/20ml | 0,10 0,80 67,02
(ortiga)

T12 Control 300 pl/10ml | 0,15 1,20 67,70
(ortiga)

4.2. DISCUSION

Se empled un anélisis factorial a los tres, siete y once dias posteriores a la siembra,
determinando que la dosis y el tipo aceite trabajan de manera conjunta para la mitigacion del
patdgeno. Los aceites de T. vulgaris y O. vulgare, controlaron el crecimiento del hongo en
un 88,24%, aproximadamente, presentaron efecto fungistatico en todas las dosis aplicadas.
Estos resultados concuerdan con lo mencionado por Garcia (2006) quien sefiala que el
aceite de orégano evaluado desde la cantidad minima de 100 ppm, pudo inhibir el
crecimiento del hongo de P. infestans con un porcentaje de control de un 91%, mientras que
Nustez, (2010) sefiala que el aceite de tomillo en dosis de 2,0 mg mL™* inhibe en un 92,1%
el desarrollo del patégeno.

El producto de control a base de ortiga (T10, T11 y T12), presentd efecto fungistatico
Unicamente por los primeros 5 dias de inoculacion con un control del 65% aproximadamente,
mientras que los tratamientos correspondientes al aceite de menta (Mentha piperita) (T1, T2
y T3) presentaron un control del 60,30%, permitiendo el desarrollo del patégeno a los tres
dias después de su siembra, resultados contrarios a los datos obtenidos por Nustez, (2010)
que menciona un control de P. infestans en un 89,9% durante los 19 dias de experimentacion
empleando aceite de menta a dosis de 1,0 mg mL™. Lo reportado por Quintanilla (2002),
quien hall6 que los aceites de T. vulgaris y M. piperita en evaluacion in vitro inhibieron
significativamente el crecimiento de P. infestans entre 63 y 89%. Por lo que se hace énfasis
en la verificacion de la pureza de los aceites usados para la obtencidn de resultados mas

favorables.
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Hacia el dia 17 (Gltimo dia de observacién) en analisis factorial no determind interaccion
aceite*dosis, demostrando que las respuestas de crecimiento de P. infestans dependieron del
tipo de aceite, y del dia de evaluacion. La prueba de Tukey al 5% de significancia establecio
que los tratamientos de orégano (T4, T5, T6) y tomillo (T7, T8, T9) presentan diferencias
significativas en la variable desarrollo del micelio al controlar la enfermedad de manera mas

eficiente que el aceite de menta y el testigo comercial.

El carvacrol y el timol son compuestos de unidades terpénicas presentes en los aceites
esenciales de algunas especies de la familia Lamiaceae como el O. vulgare y el T. vulgaris,
de los cuales se ha encontrado que actlan causando alteraciones en la morfologia y
agregados hifales, lo que hace que se reduzca el crecimiento y se produzca lisis entre la pared

y la membrana celular del agente patégeno (Kordal, 2008).

En el caso del aceite de Mentha piperita, la actividad fungistatica fue producida por el mentol
(50%). Este terpeno oxigenado ciclico, es parcialmente soluble en agua lo que permite una
mayor interaccion en la fase lipido- agua de las membranas de los microorganismos, aunque
los mecanismos de accidn para inhibir el desarrollo fangico no han sido esclarecidos (Ultee,
1998).

El control del patdgeno se determind con resultados positivos en los aceites de tomillo y
orégano. Garcia (2006) indica que que los aceites esenciales mitigan la enfermedad sin
presentar efectos adversos como es la resistencia del patdgeno a estos productos, a diferencia
del control quimico que provoca mutacion del patdgeno y asi conlleva a un mayor uso de
estos productos, por lo que la busqueda de alternativas diferentes y naturales pueden ser

posicionadas en el mercado para el combate de esta afeccion.

Con el proposito de reducir costos y evitar pérdidas en los cultivos de papa (S. tuberosum),
se maneja un meétodo de control natural, de tal manera que el agricultor obtenga mayor
rentabilidad, mejore la calidad de sus productos y evite afecciones a la salud humana y dafios

ambientales.
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Disminuir los efectos nocivos de los fungicidas sobre la poblacion humana a sido motivo del
desarrollo de nuevas alternativas para mitigacion de la enfermedad P. infestans. Al proponer
los aceites esenciales como una alternativa natural se puede dar lugar al combate de la
enfermedad més importante en los cultivares de papa (Solanum tuberosum) obteniendo
beneficios econdmicos en la rentabilidad final del cultivo, mejorar la calidad de los

productos y brindar al consumidor un producto saludable y amigable con el ambiente.
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V CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Los aceites esenciales demostraron el poder de inhibicion frente al patdgeno P. infestans. La
metodologia mas adecuada para el combate o inhibicion del crecimiento de P. Infestans in
vitro es mediante la aplicacion de los aceites de orégano y tomillo (tratamientos T4, T5, T6,
T7, T8 y T9) que desde su dosis mas baja aplicada (100 pl) control6 en un 88,24% el
desarrollo del hongo, no obstante mediante el andlisis economico se determin6 que el
tratamiento mas factible es el T4 (orégano 100ul) que actla desde dosis bajas, y su costo es
menor a diferencia del T3 (menta 300pl) que presentd un control aproximado del 73% pero

con un precio superior al necesitar de la aplicacion de la dosis més alta.

A los tres dias de observacion luego de la siembra, se pudo concluir que los aceites de
Orégano, Tomillo y el testigo comercial (Fungicida a base de ortiga) inhibieron el
crecimiento del patégeno, presentando efecto fungistético, al no mostrar desarrollo del

micelio, a diferencia del aceite de menta en donde si se observé crecimiento del patdgeno.

Los resultados se presentaron de forma similar en los siete y once dias de observacion
unicamente los aceites de orégano y tomillo presentaron efecto fungistético al no permitir el
desarrollo de la enfermedad en un indice elevado, mientras que los aceites de menta y el
testigo comercial dieron lugar al crecimiento del patégeno, esto se presentd

mayoritariamente en las placas del aceite de menta (T1, T2, T3).

En el Gltimo dia de observacién (dia 17) el desarrollo del patdgeno en los tratamientos del
aceite de menta (T1, T2, T3) habian alcanzado a cubrir toda el area de la placa Petri, por lo
que en ese momento se dio fin a la investigacidn, resaltando una vez mas el modo de accion
de los aceites de orégano y tomillo al evitar el desarrollo del patégeno durante los dias de

experimentacion determinando su modo de accion como fungistatico.

Se determind que la dosis adecuada va desde los 100 ul en los aceites de orégano (Origanum
vulgare) y tomillo (Thymus vulgaris) donde se presentd mayor control en las dos variedades.
La dosis media de 200pl del producto de control (T11) en la variedad Super chola obtuvo

un porcentaje de control significativo de 74,21%. Mientras que en la variedad Capiro el
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mayor porcentaje de control se dio con la dosis alta de 300pl en menta (T3) con un control
del 76,015%.

Los aceites esenciales demostraron el poder de inhibicion frente al patdgeno en condiciones
in vitro, por lo que puede ser establecida como una alternativa de control natural mitigacion

de la enfermedad.

5.2. Recomendaciones

La aplicacion de aceites esenciales si arroja resultados positivos desde dosis minimas

aplicadas, se recomienda como un metodo de control natural frente a patégenos fungosos.

Se resalta la efectividad del trabajo de los aceites de orégano (Origanum Vulgare) y tomillo
(Thymus Vulgaris) en condiciones controladas (In Vitro) por lo que es recomendable la
experimentacién de estos productos en condiciones de campo abierto para estudios
referentes a la mitigacion del patégeno.

Se destaca la efectividad del tratamiento T4 (orégano 100ul) que en base al analisis
econdmico se destac6 como el mejor tratamiento, al poseer la capacidad de inhibir el
desarrollo del patégeno hasta en un 88,23% con un costo menor a los tratamiento que
también presentaron un porcentaje de control similar, por lo que se recomienda el empleo de

este tratamiento para posteriores estudios.

Para una posterior investigacion la evaluacion de la concentracion y pureza de los aceites a

utilizar, debe ser realizada evitando fallas posteriores en la experimentacion.
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VII. ANEXOS

Anexo 1. Hongo de P. infestans proliferado

Elaborado por: Ramirez, N. (2018)

Anexo 2. Placas sembrado el micelio de P. infestans

Anexo 3. Mentha piperita 3 dias posterior a la siembra

Elaborado por: Ramirez, N. (2018)
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Anexo 4. Origanum vulgare 3 dias posteriores a la siembra

Elaborado por: Ramirez, N. (2018)

Anexo 5. Thymus Vulgaris 3 dias posteriores a la siembra

Elaborado por: Ramirez, N. (2018)
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Anexo 7. Tratamientos: Fase inicial- Fase final

(Fase inicial)

(Fase final)
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