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RESUMEN

Este estudio se realizé en condiciones de laboratorio y pruebas de campo en la
Hacienda Carolina, ubicada en el cantén Balao. El banano en Ecuador, es uno de los
cultivos mas importantes debido a la creciente demanda del mismo, por su aporte al
sustento de las familias campesinas, la rentabilidad comercial, los diversos usos en
poscosecha y las ventajas climaticas de adaptabilidad de la planta. Lamentablemente
el manejo fitosanitario de plagas y enfermedades constituye una limitante de
importancia para la produccion del cultivo, ya que la incidencia de sigatoka negra,
causa grandes pérdidas al afectar la calidad de la fruta incidiendo en su exportacion.
Por lo tanto, se hace necesario buscar nuevas alternativas para su manejo. Por esta
razon se evaluo la eficiencia antifUngica de aceites esenciales y un extracto vegetal.
Se utilizé el disefio completamente al azar (DCA), y el método de agar envenenado en
las unidades experimentales in vitro, observando variables como crecimiento micelial
y produccion de esporas del hongo. En campo se observé la severidad y el estado de
infeccion de la enfemedad El aceite de Miristica fragrans mostro una significativa
actividad, registrando una inhibicién del micelio del 100%. constatando las propiedades

antifingicas del aceite esencial Miristica fragrans.

Palabras clave: Aceites esenciales, antifungico, Sigatoka negra, banano, patogenicidad.

Vii



SUMMARY

This study was carried out under laboratory conditions and field tests at Hacienda
Carolina, located in the Balao canton. Banana in Ecuador is one of the most important
crops due to the growing demand for it, for its contribution to the livelihood of peasant
families, commercial profitability, various post-harvest uses and climatic advantages of
adaptability of the plant. Unfortunately, the phytosanitary management of pests and
diseases constitutes an important limitation for crop production, since the incidence of
black sigatoka causes great losses by affecting the quality of the fruit, affecting its
export. Therefore, it is necessary to look for new alternatives for its management. For
this reason, the antifungal efficiency of essential oils and a plant extract was evaluated.
The completely randomized design (DCA) and the poisoned agar method were used in
the in vitro experimental units, observing variables such as mycelial growth and
production of fungal spores. In the field, the severity and infection status of the disease
were observed. Myristica fragrans oil showed significant activity, registering a 100%
inhibition of the mycelium. verifying the antifungal properties of the essential olil

Myristica fragrans.

Keywords: Essential oils, antifungal, black Sigatoka, banana, pathogenicity.
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INTRODUCCION

La industria bananera en Ecuador representa los intereses econdmicos de
muchas familias que han desempefiado esta labor por décadas, sin embargo, los
problemas atravesados por este sector productivo del pais estdn en constante
evolucion. Con todo, la seguridad alimentaria, las condiciones agroclimaticas para la
produccion de calidad, la participacion de las industrias de insumos agricolas y las
medidas fitosanitarias que influyen sobre la actividad bananera, se busca satisfacer

la gran demanda en los mercados internacionales (Jiménez et al., 2020).

El uso indiscriminado de plaguicidas altamente toxicos, que se emplean en la
produccién de musa AAA, limita el eficiente control sobre las enfermedades fungicas,
como Mycosphaerella fijensis Morelet. Cabe sefalar que, al desconocer la etiologia
de la enfermedad, la dosificacion adecuada de los productos quimicos, la
inexistencia de una planificacion adecuada en la que se permita rotar las moléculas
y la falta de alternativas mas ecoldgicas y amigables con los ecosistemas predispuso

la resistencia de la sigatoka negra en el cultivo de banano.

Como explica (Cedefio et al., 2017) los manejos aplicados sobre sigatoka
negra estan ligados a practicas culturales con agroquimicos, lo que origina el
incremento la resistencia del patdgeno a fungicidas de los grupos benzimidazoles,
triazoles y estrobirulinas al incrementar dosis y frecuencias de aspersion de estos

productos quimicos.

A nivel mundial Mycosphaerella fijensis Morelet es la enfermedad en
musaceas mas importante, esta clasificada como una enfermedad foliar que
amenaza la seguridad alimentaria y que en este sentido representa un importante
desafio para la industria bananera al comprometerse la reduccién del rendimiento,

calidad y rentabilidad del cultivo.

Se requiere encontrar nuevas alternativas con ingredientes activos naturales

y biodegradables para el control de sigatoka negra como lo indica (Gutiérrez et al. (
13



2018) mediante los aceites esenciales obteniendo el 100% de inhibicion, del hongo
Mycosphaerella fijensis Morelet en condiciones in vitro al usar Cinnamomum

zeylanicum, Origanum vulgare y Pimienta dioica en concentraciones de 500ppm.

De acuerdo a lo indicado por Arias et al. (2019) sobre el control de sigatoka
negra por medio del hongo antagoista Ganoderma lucidum, al analizar sus proteinas
activas y efectuar el ensayo se encontraron enzimas capaces de inferir en el

desarrollo del hongo fitopatégeno.

Segun (Jaramillo Aguilar et al., 2017) el gel de aloe vera presenta una
actividad antifingica moderada que puede ampliarse en funcion del aumento en la
concentracion, obteniendo un porcentaje de inhibicidon micelio de 44,84%. En este
estudio también se evalud Trichoderma sp. En la misma concentracion de 1000ppm
con un PIM de 38,62%.

Caracterizacion del Tema.

La produccion de banano en ecuador requiere una disminucion en la
aplicacion de productos quimicos y la intervencion de nuevas estrategias biolégicas
gue nos permitan cuidar el ecosistema y la salud humana, apoyados en este estudio
de cardcter investigativo experimental para determinar si existe un efecto inhibitorio
en Mycosphaerella fijensis Morelet por parte de los controles alternativos, asumiendo

que representan una mejor eleccion en la interaccion con la enfermedad.

Planteamiento de la Situacion Problemética.

El manejo fitosanitario del cultivo de banano en Ecuador ha estado marcado
por el abuso de agroquimicos que induce la resistencia de los microorganismos
patégenos cada vez de forma méas acelerada, lo que ocasiona incertidumbre entre
los productores por la constante restriccion de los plaguicidas convencionales en los
mercados internacionales, lo que afecta a los agricultores en sus labores diarias al
desconocer el manejo adecuado de las plantas y no contar con alternativas eficaces,

econdémicamente viables y faciles de usar.

14



Numerosos aceites esenciales y microorganismos muestran efectos biocidas
sobre diferentes bacterias, hongos e insectos; de este modo sus componentes
biologicamente activos pueden ser utilizados como alternativa potencial para el
control de enfermedades fitopatdgenas sin comprometer el equilibrio del ecosistema

y la salud humana.

Justificacion e Importancia del Estudio.

El rechazo al uso excesivo de plaguicidas en los cultivos de importancia
alimentaria a nivel mundial va en aumento y la efectividad de estos controles
fitosanitarios pierde fuerza al comprobarse que las enfermedades ya no son

susceptibles a los agroguimicos.

La problematica del uso de productos quimicos trasciende a un nivel
socioeconémico y ambiental que afecta a las familias ecuatorianas, de tal modo que

es necesario buscar alternativas que beneficien este sector agricola.

En base a este precedente se busca obtener una herramienta de control para
Sigatoka negra en el cultivo de banano y lograr la disminucion de su incidencia, de
manera que no se afecte el ecosistema y la salud humana, a través de aceites
esenciales y otros microorganismos usados como una alternativa de biofungicida

para el manejo de la enfermedad.

Delimitacion del Problema.

El presente trabajo se realizé en una finca bananera ubicada en la provincia
del Guayas, cantdén Balao, Coordenadas UTM X: 631766.8, Y: 9678175 con una
duracion de 6 meses aproximadamente. Se beneficiaron los productores de banano

de la zona y la comunidad agricola general.

Formulacion del Problema.
¢Como mejorara el control de sigatoka negra (Mycosphaerella fijensis

morelet) en banano (Musa AAA) a traves de la eficiencia del aceite esencial de nuez

15



moscada (Myristica fragrans) y diferentes biofungicidas?

Objetivos.
Objetivo General:

Evaluar la eficiencia del aceite Myristica fragrans y diferentes
biofungicidas en el control de sigatoka negra (Mycosphaerella fijensis Morelet)

en banano (Musa AAA) bajo condiciones controladas.

Objetivos Especificos:

e Realizar la caracterizacion morfologica del fitopatégeno Mycosphaerella
fijensis Morelet en el cultivo de banano mediante técnicas de observacion
microscopica.

e Determinar la eficacia de los tratamientos como biofungicida en el control
de sigatoka negra (Mycosphaerellafijensis Morelet) en banano (Musa AAA)
en laboratorio.

e Realizar una prueba de patogenicidad del hongo Mycosphaerella fijensis
Morelet aplicando los tratamientos biofungicidas.

e Analizar el nivel de dafo alcanzado por el hongo de Mycosphaerella

fijensis Morelet en las plantas de banano después de los tratamientos.

Hipotesis o Idea a Defender.
El aceite esencial de nuez moscada y demas biofungicidas aplicados en el
cultivo de banano permitirdn el control de sigatoka negra (Mycosphaerella fijensis

morelet).

Aporte Tedrico o Conceptual.

Concluido el trabajo de investigacion se espera generar una nueva alternativa
para el control de sigatoka negra (Mycosphaerella fijensis morelet) en el cultivo de
banano a través de los ingredientes activos de plantas y microorganismos

antagonistas empleados como biofungicidas.
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Aplicacion Practica.

Obtenidos los resultados de este estudio se pretende brindar la informacion a
los productores bananeros del canton Balao y demés organizaciones dedicadas a
esta actividad productiva, asi como a los docentes e investigadores de la Universidad
Agraria del Ecuador sobre la eficiencia del aceite esencial de nuez moscada
(Myristica fragrans) y diferentes biofungicidas y su capacidad en el control de

sigatoka negra (Mycosphaerella fijensis morelet).
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CAPITULO 1
MARCO TEORICO

1.1 Estado del Arte

La participacion de Ecuador en la produccion y exportacion mundial de
banano ha incrementado aceleradamente, representando el 40% que corresponde a
la regibn de América latina, debido a los beneficios en reducciones arancelarias
obtenidos en 2019 con la Unién Europea (FAO, 2020). Ecuador cuenta con una
superficie plantada de 173.706 hectareas, las provincias mas destacadas son Los
Rios (32,4%), El Oro (24,8%) y Guayas (21,1%)(INEC, 2019).

El desarrollo de la produccion de banano y su creciente potencial exportador
incide directamente en la agrobiodiversidad, desequilibra los ecosistemas naturales
con la perdida de las especies endémicas y se contaminan recursos naturales
importantes para la vida, siendo un factor decisivo el inadecuado uso de pesticidas
y las frecuencias de aplicacion excesivas en el manejo fitosanitario del cultivo
(Cabrera et al., 2020).

(Delgado-Oramas et al., 2020) y (Yu et al., 2020) manifiestan que los aceites
esenciales son una mezcla de metabolitos secundarios volatiles y lipofilicos de origen
natural que se pueden extraer de flores, hojas, semillas entre otras partes de la
planta, conocidos por propiedades antifiungicas debido a la presencia de terpenos
aldehidos y fenoles aromaticos que son sintetizados por las plantas como defensa

contra patégenos.

Los aceites esenciales tienen una actividad antifungica prometedora, debido
a la sinergia de sus componentes quimicos, que ademas no alteran el ecosistema 'y
son seguros de usarse (Banani et al., 2018). También se menciona la induccion de
resistencia del huésped contra el patdégeno a largo plazo, asi como el efecto protector
en las plantas contra el estrés biético y abiotico (Klein et al., 2017). Sin embargo,

deben identificarse los elementos que otorgan eficacia contra los organismos
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fitopatdgenos.
En investigaciones realizadas sobre fusarium oxysporum, la eficacia de los
aceites alcanzo hasta un 99.3% de inhibicién del hongo, que tuvo efecto en la

induccion de resistencia sistémica de la planta (Moutassem et al., 2019).

Por otro lado, los extractos vegetales surgen como una alternativa a los
fungicidas convencionales para controlar hongos patogenos, al intervenir en el
desarrollo de la enfermedad y por ser un biocida de origen vegetal no presentan
fitotoxicidad, ni accion residual, se degradan facilmente, son seguros para el medio
ambiente y el ser humano. Sin embargo, su campo de accién es especifico, con una
persistencia en campo limitada y una vida util mas corta (Meena et al., 2021).

(Déné, 2018) Expone la creciente demanda de medidas fitosanitarias en los
cultivos debido a las enfermedades nuevas y existentes, propone el uso de extractos
vegetales como alternativa potencial en la protecciéon de plantas en lugar de los
agroquimicos, puesto que estos fitopatdgenos adquieren en la actualidad presentan

resistencia a los productos quimicos convencionales usados por los agricultores.

(Capa Benitez et al., 2016) Indica que los insumos utilizados en los métodos
productivos no deben afectar la estabilidad del habitat ni la conservacion de las
especies de la zona, ademas presentar seguridad ambiental (plantas, animales,
microorganismos u otros factores abioticos). Lo que permite al productor ofrecer un
producto de calidad, competitivo en otros mercados y por ende genera mayor

ingreso.
1.2 Bases Cientificas y Tedricas de la Tematica.

1.2.1 Generalidades del cultivo de banano

El origen del banano se sitla en el sudeste asiatico en las regiones de India,
Indonesia, Malasia y Nueva Guinea (Kraithong & Issara, 2021); Es una especie
monocotileddnea, perteneciente a la familia de las musaceas del orden de las

Zinigiberales o Escitamineas (Chavez et al., 2017).
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Botanicamente la planta tiene un cormo basal con un meristemo apical en
forma de una corona aplanada de la que crecen las hojas dispuestas en espiral cuyas
bases forman un pseudotallo. Solo se produce una flor a partir del cormo, que consta
de flores femeninas y masculinas, aunque también pueden presentarse flores
hermafroditas entre ellas. La fruta es una baya partenocarpica y el sistema de raices
es adventicio, producen raices laterales cortas y delgadas de hasta unos 8 mm de

diametro que pueden extenderse hasta 5 metros (Vilhena et al., 2019).

1.2.2 Importancia del banano en Ecuador

En el gobierno de Galo plaza surge la producciéon y exportacion de banano,
en virtud de las politicas desarrollistas que buscaban la modernizacién de la
economia a través de nuevas tecnologias y créditos para el sector agricola
(Gonzabay, 2017).

El principal sector agricola del Ecuador es la industria bananera, directamente
de este cultivo vive el 10% de la poblacién siendo mano de obra directa 1,1 persona
por hectarea. Representa el 27% del total de sus exportaciones agricolas y el 8% del

valor de todas sus exportaciones (Elbehri et al., 2015).

Ecuador desde hace muchos afios destaca como primer exportador a nivel
mundial de banano, debido a las ventajas asociadas a factores climaticos; sin
embargo, compite con otros paises por los mismos mercados de consumo mejor

posicionados geogréaficamente (Del Cioppo Morstadt & Salazar, 2015).

1.2.3 Sigatoka negra

La enfermedad foliar mas limitante en musaceas es la sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis Morelet.), es considerada una amenaza para la seguridad
alimentaria siendo catalogada dentro de las enfermedades mas influyentes en los
cultivos tropicales, al reducir la capacidad fotosintética de area foliar en la planta. La
Sigatoka negra se identifico por primera vez en América cuando se detecto

en Honduras en 1972 (Drenth & Guest, 2016).
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Mycosphaerella fijiensis es un hongo hemibiotr6fo que segrega una serie
metabolitos secundarios que son toxicos para plantas de banano, fitotoxinas como
juglone que funciona como un factor de agresividad y un aumento de la enfermedad
al inhibir algunas enzimas implicadas en la transpiracion de la planta, al mismo
tiempo se activan las respuestas quimicas y se activan fenilfenalenonas a nivel
celular en los estomas de las hojas de Musa (Hidalgo et al., 2016; Noar & Daub,
2016).

La Sigatoka negra afecta directamente procesos fisiologicos basicos como
fotosintesis y transpiracion, asi como la resistencia y la actividad estomaética,
directamente proporcional a la severidad de la enfermedad; retrasa la floracion y la
cosecha y reduce tanto el llenado del racimo como la calidad de la fruta (Escobar
et al., 2015).

Los efectos de Sigatoka negra en el crecimiento, produccion y calidad de la
fruta son econdbmicamente importantes y se presenta la disminuciéon del peso del
racimo asi como el largo de dedos y por ende un menor llenado del fruto, en muchas
ocasiones ocurre la maduracion prematura (fruta crema) lo que dificulta su

comercializacion en el mercado previsto (Oiram et al., 2019).

Los cultivares de banano de exportacién son plantas triploides, solo pueden
propagarse clonalmente y el sistema productivo es por monocultivo lo que lo
convierte altamente susceptible a la sigatoka negra; las propuestas para su manejo
estdn en su mayoria encaminadas a la prevencion y obtencién de genotipos

resistentes siguen siendo estudiadas (Isaza et al., 2016; Sanchez et al., 2016).

La resistencia genética esta en la mayoria de cultivares comerciales de
banano, las consecuencias evidentes del uso enorme de pesticidas incrementan los
costos de producciéon y un impacto negativo en el medio ambiente. Los fungicidas
inhibidores externos de la quinona de la familia estrobilurinas al igual que el grupo

de los triazoles, aminas, provocan mutaciones y debido a su excesiva aplicacion,
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favorecen la emergencia de cepas del patbgeno mas resistentes (Brito et al., 2015).

Estas practicas convencionales en el manejo que acrecientan la resistencia
de enfermedades fitopatdgenas, sufren una creciente imposicidn regulatoria sobre el
uso de insumos para este fin, a causa de la legislacion sobre los residuos de
plaguicidas en las frutas, el medio ambiente y la salud de los trabajadores (Lucas
et al., 2015).

Son necesarias nuevas estrategias de manejo que permitan enfrentar la
agresividad del patdgeno para que la carga quimica en el cultivo se reduzca, en la
que se debe incluir agentes bioldgicos, entomopatdgenos y la nutricién vegetal, que
predisponen los sistemas de defensa dela planta, aumentando la lignificacion y la
sintesis de fitoalexinas (Aguirre et al., 2015; Cavero et al., 2015; Marcano et al.,
2016).

1.2.4 Actualidad de los plaguicidas

La reorganizacién de la industria agroquimica en los ultimos afios se presenta
de forma severa, al reducir el nimero de ingredientes activos disponibles en el
mercado; ademas de las exigencias para el registro de plaguicidas que deben estar
sujetos a la disminucién de su uso, sumado a un plan de sostenibilidad para
proteccion del medio ambiente. Alrededor del 50% de los plaguicidas disponibles en
la década de 1990 han sido desvinculados, eliminando ingredientes activos que
representan peligro para los ecosistemas y la salud humana (Gullino & Tavella,
2020).

1.2.5 Los biofungicidas

En agricultura udltimamente se han aplicado durante muchos afios los
compuestos naturales, principalmente sales, aceites, extractos y se han explotado
cada vez mas para el manejo de enfermedades. Es importante mejorar el
conocimiento sobre los productos aplicados en la agricultura ecolégica ya que
permite comprender el potencial de algunos productos naturales. Ademas estos

productos de diferentes origenes naturales intervienen en la capacidad de inducir
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resistencia en las plantas por medio de los elicitores que son importantes en la

relacion patdgeno huésped (Alexandersson et al., 2016).

El progresivo interés en su uso, se basa en su amplio espectro de actividad,
ya que frecuentemente actian sobre el huésped en lugar de sobre el patdgeno,
igualmente son una alternativa para reducir los fungicidas sintéticos debido a que
han demostrado accién duradera fortaleciendo asi la defensa de la planta (Le Mire
et al., 2016).

A pesar de que su eficacia no es tan completa y eso es debido generalmente
esta influenciado por varios factores como el patégeno obijetivo, el genotipo de la
planta y su etapa de desarrollo, las condiciones ambientales (temperatura, humedad
relativa), el momento, la formulaciéon y el tipo de aplicacion (Theresa &
Radhakrishnan, 2021).

1.2.6 Miristica fragrans
Carretero, (2009) sostiene que “diversos estudios con aceite esencial de nuez
moscada tanto in vitro como in vivo han demostrado actividad antibacteriana y anti-

fungica ya que contiene miristicina que es un insecticida y acaricida natural”’ (p.1).

En estudios realizado por (Narasimhan & Dhake, 2006) se encontrd que los
constituyentes aislados de M. fragrans muestran una actividad antibacteriana
apreciable contra los organismos grampositivos y gramnegativos. Esto indica el
potencial de trimiristina, acido miristico y miristicina como compuestos para el

desarrollo de nuevos agentes antibacterianos y antifungicos.

En evaluaciones ejecutadas por (Koztowska etal., 2016) se evalud la
actividad antimicrobiana de los extractos de nuez moscada contra gram positivos (B.
subtilis y S. aureus), gram negativos (P. putida y P. aeruginosa) bacterias y hongos
patdgenos (A. fumigatus, A. niger y A. flavus) utilizando el método de difusién en
disco, se observé que los extractos de nuez moscada utilizados poseen considerable
actividad antimicrobiana contra estos microorganismos. El extracto de acetona de
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nuez moscada ha demostrado tener una fuerte actividad antimicrobiana que todos

los demas extractos de nuez moscada utilizados.

Las semillas de nuez moscada tienen fuertes actividades antimicrobianas
contra importantes bacterias patégenas y hongos. La actividad antimicrobiana
queposee podria atribuirse a la apariciéon y concentracion de diversas sustancias
quimicas presentes en ese extracto. Se han aislado tres lignanos, eritro-
austrobailignan-6, acido mesodihidroguaiarético y nectandrina-B del extracto
metandlico de nuez moscada que se informd tener actividad antifangica (Dorman &
Deans, 2004).

Se ha informado que muchos fendlicos vegetales poseen actividad
antimicrobiana. Algunos compuestos antimicrobianos importantes que se encuentran
en la nuez moscada son el a-pineno, b-pineno, p-cimeno, b-cariofileno y carvacrol.
El a-pineno y b-pineno (hidrocarburos monoterpénicos de tipo pineno) estan
implicados en la rotura de la membrana por el lipéfilo, asi como el carvacrol ya que
puede atravesar las membranas celulares y penetrar dentro de la célula donde
interactla con sitios intracelulares criticos para las actividades antimicrobianas. El p-
cimeno también es componente importante porque es un precursor del carvacrol. Ha
sido reportado que el p-cimeno muestra una débil actividad antibacteriana pero
trabaja sinérgicamente con el carvacrol en la expansion de la membrana que a su

vez, provoca la desestabilizacién de la membrana (Gupta et al., 2013).

1.2.7 Mentha piperita

El aceite esencial M. piperita ha demostrado actividad antimicrobiana,
destacandose el efecto antifingico para varias especies del género Fusarium,
incluyendo también Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum y Cladobotrium
mycophillum. El efecto inhibidor del aceite de M. piperita se puede atribuir a Dominio
de los componentes de los monoterpenos, como el mentol y el mentofurano, que se
ha demostrado que causan dafio a la membrana celular del microorganismo

induciendo una interrupcion de su permeabilidad y interrupcion de la proliferacion
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celular (Chraibi et al., 2021).

Los componentes quimicos del aceite esencial de hojas frescas y sanas de
plantas de M. piperita incluyen principalmente carvona, pulegona, petroselinato de
metilo, d-limoneno y p-cineol, a los que se le atribuye la actividad antimicrobiana

moderada contra las cepas microbianas (Satmi & Hossain, 2016).

1.2.8 Thymus vulgaris

T. vulgaris L. se reporta con una variedad de aplicaciones etnobotanicas
debido a sus extensas propiedades respaldado por estudios modernos, que han
demostrado la eficacia antibacteriana utilizando cepas normales y MDR de bacterias
y hongos virulentos. Los estudios han demostrado que la presencia de y-terpineno y
p-cimeno, que son los precursores bioquimicos del timol y el carvacrol, son
responsables de las propiedades antimicrobianas observadas en la planta (Patil
et al., 2021).

Se encontré que el aceite esencial de tomillo es eficaz contra especies de
hongos como Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea, Phytophthora parasitica,
Pythium aphanidermatum, Fusarium oxysporum, Alternaria brassicae, Trichoderma

aggressivum f.sp. europaeum y Cladobotryum mycophilum (Dianez et al., 2018).

1.2.9 Moringa oleifera

Moringa oleifera Lam. Syn. (familia Moringaceae) es originaria del norte de la
India y bien adaptado en los trépicos. Se sabe que este arbol es no téxico para los
seres humanos y los animales y debido a los usos como alimentos, en la industria,
la medicina popular, y también debido a sus propiedades coagulante, facil cultivo y
rapido crecimiento, se conoce como un arbol de usos multiples. Ademas, se
demostré que extractos crudos y aceite esencial de M. oleifera tienen antifingico
actividad contra los dermatofitos Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes,
Epidermophyton floccosum y Microsporum canis. Tambien se ha observado que en
el acuoso extracto de semillas de M. oleifera la presencia de proteinas activas contra

hongos fitopatégenos que atacan cultivos de importancia econdémica (Gifoni et al.,
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2012).

Moringa oleifera es una planta medicinal que ahora esta emergiendo como
una alternativa mas segura y compatible a los fungicidas quimicos. Todas las partes
de la planta, incluidas las raices, las flores, la corteza, el tallo, las hojas, las semillas
y los aceites esenciales, poseen propiedades antimicrobianas. El andlisis quimico de
estas partes morfolégicas mostré que contienen un perfil de importantes minerales,
vitaminas, proteinas y una gran cantidad de compuestos fitoquimicos que tienen
actividad biolégica y potencialmente pueden ser utilizados para retardar los efectos
de los microorganismos. Informes recientes sobre andlisis fitoquimicos de la hoja de
M. oleifera revelaron la presencia de varios compuestos antioxidantes como acido

ascorbico, 4cidos grasos y acidos fendlicos (Ahmadu et al., 2020).

Se reporta la actividad inhibidora antifangica de la proteina de unién de
moringa-quitina (Mo-CBP3) aislada y purificada de las semillas de M. oleifera contra
el crecimiento micelial y la germinacién de esporas de Fusarium solani a una
concentracion minima inhibitoria (MIC) (0.05 mgmL- 1) con cambios

ultraestructurales irreversibles (Batista et al., 2014).
1.3 Fundamentacion legal

Ley Organica De Sanidad Agropecuaria

Art. 4.- De los fines.- La presente Ley tiene las siguientes finalidades: a) Garantizar
el ejercicio de los derechos ciudadanos a la produccién permanente de alimentos
sanos, de calidad, inocuos y de alto valor nutritivo para alcanzar la soberania
alimentaria; b) Impulsar procesos de investigacion e innovacion tecnoldgica en la
produccion de alimentos de origen vegetal y animal que cumplan las normas y
desarrollo de estandares de bienestar animal, que mejoren el acceso a los
mercados nacionales e internacionales; c) Fortalecer el vinculo entre la produccion
agropecuaria y el consumo local mediante la tecnificacion de los procesos fito y
zoosanitarios de control y aseguramiento de la calidad de los productos

agropecuarios; d) Garantizar que la cadena de produccion pecuaria cumpla con
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los estandares de bienestar animal que se establezcan en el reglamento de esta
Ley y buenas practicas zoosanitarias. Que el Art. 5.- Derechos garantizados. - Esta
Ley garantiza y procura a las personas, comunidades, pueblos, nacionalidades y
colectivos el ejercicio de los derechos a la salud, a la alimentacién, a un ambiente
sano, equilibrado ecolégicamente y los derechos de la naturaleza de conformidad

con la Constitucién y la Ley (Asamblea Nacional, 2017).

27



CAPITULO 2
ASPECTOS METODOLOGICOS

2.1 Métodos
Método inductivo: Se aplicd este método con el objetivo de recoger la
informacion de cada tratamiento para cumplir con los objetivos, a través de la

observacion y clasificacion de los resultados en general.

Método deductivo: Permitié observar las variaciones que ocurrieron en los
procesos de laboratorio y campo en el curso de la investigacion del manejo del hongo

fitopatégeno.

Método analitico: Se us6 para conocer la relacion entre los tratamientos

biofungicidas y el efecto sobre fitopatégeno en estudio.

Método sintético: Permitié identificar y relacionar los resultados para la
discusion de la hipotesis, concluir y recomendar los aspectos mas importantes de la

presente investigacion.

2.1.1 Modalidad y Tipo de Investigacion

La presente investigacion se realizé en modalidad experimental con un
enfoque investigativo de laboratorio y campo, a través de la toma de muestras y la
evaluacion de datos que resulten de cada tratamiento, respaldado por el uso de las
técnicas de tipo analiticas y cuantitativas sobre el disefio experimental concerniente,
con el propdsito comprobar la eficiencia de los biofungicidas sobre la sigatoka negra

(Mycosphaerella fijensis morelet).
2.2 Variables.

2.2.1 Variable Independiente.

La aplicacion de diferentes biofungicidas (Aceite de nuez moscada, aceite de
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tomillo + aceite de menta y extracto vegetal de Moringa) en laboratorio para la

inhibicion del fitopatdbgeno Mycosphaerella fijensis morelet.

2.2.2 Variable Dependiente.
Variables a medir en laboratorio

Identificacidén del hongo: Para encontrar la relacién entre el agente causal de una
enfermedad y la enfermedad que presenta una planta, se uso los postulados de
Koch.

Crecimiento micelial del hongo (mm): a los 7 dias se realizé la medicion con el
vernier de los datos de crecimiento del micelio del hongo de la caja Petri con medio

PDA inoculadas con el hongo en tratamiento.

Produccion de esporas: Una vez observado el crecimiento del hongo se conto el

namero de esporas por ensayo usando camara de Neubauer y microscopio
Variables a medir en campo:

Evaluacion de la fitotoxicidad de los biofungicidas: En laboratorio se tratd las
hojas de banano con los biofungicidas en estudio, se observo la reaccién del tejido

y posteriormente se verificé en campo.

Prueba de patogenicidad eficacia de los biofungicidas: 20 plantas de banano de
3 meses de edad, variedad Williams se trataron con los biofungicidas y el hongo

Mycosphaerella fijensis morelet.

Severidad de Mycosphaerella fijensis morelet en 10 semanas: En las 20 plantas
de banano de la prueba de patogenicidad establecidas en la Hacienda Carolina
cantén Balao, se evaluo con el Método de Stover Modificado por Gauhl la severidad

del fitopatdégeno y se calculé la presion de la enfermedad en la plantilla.
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2.2.3 Operacionalizacion de las Variables

DEFINICION TIPO DE INSTRUMENTOS DE
TIPO DE VARIABLE OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES MEDICION MEDICION

',"_J La aplicacion de Evaluacion en laboratorio | Dosis de los | Porcentaje de Cuantitativa Vasos dosificadores
E diferentes y en campo de los biofungicidas en Agar | inhibicion del
2 biofungicidas en diferentes biofungicidas envenedado fitopatogeno
W laboratorio y en la inhibicién del (laboratorio) y en | Mycosphaerella
W campo para la fitopatégeno plantas de Musa AAA | fijensis morelet
pd inhibicion del Mycosphaerella fijensis (campo)

fitopatégeno morelet

Mycosphaerella

fijensis morelet

Control del Crecimiento micelial | Porcentaje de | Cuantitativa Registros de laboratorio

fitopatégeno del hongo en mm inhibicion del hongo

Mycosphaerella Produccion de | Numero de esporas

fijensis morelet esporas presentes

Evaluacion de la | presencia de dafios
fitotoxicidad de los | en hojas

W biofungicidas Presencia de Escalas de Severidad
= Severidad de | sintomas en hojas
u Mycosphaerella
% filensis morelet en 10
a semana
o




2.3 Poblacion y Muestra.

2.3.1 Poblacion.
La poblacién considerada para la realizacion del presente estudio estuvo
conformada por un total de 40 unidades experimentales, repartidas en 3 tratamientos

y un testigo absoluto en condiciones controladas.

2.3.2 Muestra.
Para la investigacion en vivero con la prueba de patogenicidad, se utilizaron

20 plantas de banano de 3 meses de edad.

2.4 Técnicas de Recoleccion de Datos.

La técnica que se empled en esta investigacion es la observacién directa en
el laboratorio y en campo, con el uso de equipos y herramientas para la medicion de
las variables que permitan establecer la eficiencia de los biofungicidas sobre la

sigatoka negra.

2.5 Estadistica Descriptiva e Inferencial.

Se utilizé el tratamiento de los datos recolectados para verificar la normalidad
de los datos en el disefio completo al azar (DCA). con la prueba de Shapiro-Wilks.
Para establecer las diferencias estadisticas entre las medias de los tratamientos se
aplicé la prueba de Kruskall Wallis, para la comparacion de medias de resultados de

los tratamientos, usando el Software estadistico Infostat.

Manejo del ensayo en laboratorio

Toma de muestra: En campo se tom6 muestra del fitopatdégeno en el cultivo
de banano con sintomas correspondientes al estadio 6 de la enfermedad de acuerdo
a tabla de Stover para evaluacion de Mycosphaerella fijensis morelet (Sepulveda,
2016).

Manipulacion de muestra: La muestra se traslad6 al laboratorio, donde se

realizé su respectiva identificacion (Agrios, 2005).
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Caracterizacion del fitopatdégeno: Se realiz6 mediante pruebas microscopicas,
revision de literatura y los postulados de koch. Posteriormente se realizé el
aislamiento en caja Petri con sus respectivos repiques, constatando la presencia de
fitopatdgeno. Se tomo en cuenta para la identificacion las caracteristicas del micelio,
color de la colonia, forma, tamafio y color de los conidios con observaciones

microscopicas realizando montajes en portaobjetos (Volcy, 2008).

Cultivo del fitopatdgeno: En cajas Petri con medio PDA, con un periodo de
incubacion de 3 a 7 dias. Mycosphaerella fijensis morelet, se aisld y conservo en
Papa Dextrosa Agar (PDA) con 0,01 gr de ampicilina para evitar el crecimiento de
bacterias, a 25°C.

Extracto vegetal: A partir de frutos de Moringa, empleando el equipo y el

protocolo pertinente.

Agar envenenado: Se realizo la preparacion del medio de cultivo con 1 gr/It de
ampicilina para evitar el crecimiento de bacterias, ademas se adiciono 0.05ml de
Quicker por tratamiento para ayudar a la dispersién de los aceites esenciales al
mezclarlos con el medio. Esta solucién se adiciono en las cajas Petri, con su
respectivo tratamiento biofungicida y 5mm del fitopatégeno cultivado anteriormente

por 7 a dias (Balouiri et al., 2016).

Crecimiento micelial del hongo (mm): Se tomé los datos a los 7 dias de
inoculacion del hongo, con calibrador vernier. Adicionalmente se realizd la
comparacion del porcentaje del crecimiento de la colonia versus el testigo absoluto
(Coello et al., 2017).

CM= e x 100%

Donde:

T: testigo
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Tr: tratamiento

Produccion de esporas: Se adiciono 10 mL de agua destilada a los 7 dias del
crecimiento del hongo con los tratamientos por cada caja Petri y se realiz6 el conteo
de la cantidad de esporas producidas por el hongo (Narvéez et al., 2017).

1

Esp/mm3= (#ec)(Fd)( ------ )

Donde:
#ec: esporas contadas
Fd: factor de dilucion

Fv: factor de volumen

Prueba de patogenicidad: Se aplicé los tratamientos biofungicidas en la
plantilla de 3 meses de edad de la variedad Williams, obtenidos de las plantas
existentes en la finca, seguido se inocul6 las 20 plantas de banano con el hongo
Mycosphaerella fijensis morelet, por medio de las cepas puras obtenidas
anteriormente en laboratorio a través de la descarga de esporas; posteriormente los

tratamientos se aplicaron con una frecuencia semanal.

Evaluacion de Mycosphaerella fijensis morelet: se llevé a cabo la evaluacion
de las 20 plantas inoculadas con la tabla de severidad de Sigatoka, registrando los
datos semanales por un periodo de tiempo de 10 semanas, ademas se realiz6 el

calculo de presion de la enfermedad en la plantilla.

2.6 Disefio Experimental.

Para la investigacion en laboratorio se implementé un disefio completamente
al azar (DCA), compuesto por 3 tratamientos,1 testigo absoluto y 10 repeticiones de

cada uno para un total de 40 unidades experimentales (cajas petri).
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Tabla N° 1. Esquema andeva laboratorio

Fuente de variacion Formula Grados de libertad
Tratamientos t-1)@4-1) 3
Error t t*(r- 1) 4 (10-1) 36
Total (t*r - 1)(4*10 -1) 39

Elaborado por: Grisales, 2022

2.3. Disefo Experimental.

Tabla N° 2. Caracteristicas experimento laboratorio

Disefio Disefio Completamente al Azar

Numero de tratamientos 4

Numero de repeticiones 10

Método a utilizar Agar envenenado

Numero de cajas Petri 40

Didmetro 55 mm

Altura 14,2 mm

Fitopatdgeno Circulos de 5mm en el centro de cada tratamiento.

Elaborado por: Grisales, 2022
2.7 Tratamientos.

Los tratamientos que se utilizaron en la investigacion son 4 que consisten en
aceites esenciales, extracto vegetal y un testigo absoluto con 10 repeticiones cada

uno; con un total de 40 unidades experimentales.

El aceite esencial de Miristica fragrans se adquiri6 con SVA Organics con
certificado USDA organic (Ver anexo 1), los aceites esenciales de Thymus vulgaris
+Mentha piperita se empleardn combinados a través del producto NoPath de la
compafiia Koppert Biological Systems (Ver anexo 1), mientras que el extracto vegetal
de Moringa se preparé en laboratorio a partir de las semillas de la planta.
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Tabla N° 3. Tratamientos a utilizar en laboratorio

Tratamientos Descripcion Dosis Aplicacion
Tl Aceite esencial de 2ml/L
Miristica fragrans
T2 Extracto vegetal de 2ml/L En medio de cultivo
Moringa PDA (T1aT3)
T3 Aceite esencial de 2ml/L

Thymus vulgaris

+Mentha piperita

T4 Testigo absoluto

Sin aplicacion de biofungicidas

Elaborado por: Grisales, 2022

2.8 Cronograma de Actividades.

Actividades

Mayo
2021

Junio
2021

Julio
2021

Agosto
2021

Septiembre
2021

Octubre
2021

Noviembre
2021

Diciembre
2021

Enero
2022

Febrero
2022

Elaboracion del anteproyecto

Revisiones tutor y estadistica

Sustentacion y aprobacion del anteproyecto

Recoleccion de muestras

Experimento en Laboratorio

Experimento en vivero

Experimento en campo

Recoleccion de datos

Analisis de datos

Culminacion de tesis

Revisiones tutor y estadistica
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RESULTADOS

Caracterizacion morfologica del fitopatdgeno Mycosphaerella fijensis Morelet en

el cultivo de banano mediante técnicas de observacion microscoépica.

Las observaciones realizadas en microscopio en los medios de cultivo obtenidos
a partir de las muestras vegetales recolectados con la sintomatologia correspondiente
a la enfermedad, tratadas a través de los postulados de koch para la obtencion de cepa
monospoérica del fitopatogeno (Ver Anexo 1), mostraron que M. fijensis
morfologicamente presenta un micelio que desarrollo en forma radial con aspecto
algodonoso, de color blanco y grisaceo con una leve tendencia a color salmén con
cubrimiento total de la caja Petri en el medio PDA. Los conidios presentaron una forma
alargada, todas presentaron tabicacién (septadas), con un ligero estrechamiento en los

extremos, presentan color marrén palido. Las hifas son septadas y alargadas.

(b)

— g N

Anexo N° 1. Cepa monosporica de M.fijensis a)Forma y color de colonia b) observacion de hifas en
microscopio
Elaborado por: Grisales, 2022

Eficacia de los tratamientos como biofungicida en el control de sigatoka negra

en laboratorio.

Preparacién extracto vegetal
Las semillas secas de Moringa oleifera se obtuvieron del mercado local de la

ciudad de Machala, se secaron a temperatura ambiente y se trituraron en el molino. Se
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emple6 100 gr del material vegetal en 500ml de etanol al 96%, se incorpor6 en un
recipiente de vidrio realizando agitacion intermitente durante 48 horas. Posterior se
procedié a separar el extracto del sobrenadante con papel filtro.

Tabla N° 4. Rendimiento extracto vegetal

Disolvente Material Tiempo Extraccién
vegetal (gr) (h) (9) (%)
Etanol 100gr Moringa 48 330 66%
96% oleifera

Grisales, 2022

El rendimiento que se obtuvo del extracto vegetal a partir de semillas M. oleifera
esta expresado en porcentaje como se muestra en la tabla 4, que al realizarse el
calculo entre soluto y solvente corresponde al 66%. Es importante resaltar que, al
utilizar etanol como disolvente se puede presentar evaporacién de la solucion al entrar
en contacto con el medio ambiente, asi como la retencion del mismo liquido en el
material vegetal, en este estudio incidié en un 34% de perdida durante el proceso de

extraccion.

Crecimiento micelial del hongo (mm)

Las colonias de M. fijiensis con los tratamientos biofungicidas a través del agar
envenenado fueron evaluadas a los 7 dias con el vernier, registrando los valores del
crecimiento del halo micelial correspondiente al fitopatogeno en estudio. Las medias
del crecimiento micelial estan indicados en milimetros como se indica en la tabla 5.

Tabla N° 5. Crecimiento micelial del hongo (mm)

Tratamientos Medias
T1 (AE Miristica fragrans 2mL/L) 0,00 A
T3 (AE Thymus vulgaris + Mentha piperita 2mL/L) 32.90 AB
T2 (EV Moringa oleifera 2mL/L) 41,10 BC
T4 (Testigo absoluto sin aplicacion) 81.30 C

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, segun la prueba de
Kruskall Wallis al 5% de significancia
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Grisales, 2022

Se encontré diferencias estadisticas significativas en el experimento entre los
tratamientos y la inhibicion del hongo, se observé que el T1 (AE Miristica fragrans)
registré un crecimiento de 0,00 mm impidiendo el desarrollo in vitro del hongo, el T3
(AE Thymus vulgaris + Mentha piperita) presento resultados similares al T2 (EV
Moringa oleifera) con 32,90 mmy 41,10 mm respectivamente, que comparados con el
T4 (Testigo absoluto sin aplicacién) con cubrimiento total de la caja Petri constituyen
una alternativa a estudiarse con mayor profundidad, empleando concentraciones mas

altas que permitan la inhibicién completa del crecimiento del hongo.

Produccién de esporas

Las esporas de M. fijiensis se cuantificaron usando a camara de neubauer a los
7 dias después de inocular el fitopatdbgeno en las cajas Petri con los tratamientos
biofungicidas y se efectud la férmula de produccion de esporas por mms3, registrando
las medias en la Tabla 6.

Tabla N° 6. Produccion de esporas

Tratamientos Medias
T1 (AE Miristica fragrans 2mL/L) 0,00 A
T3 (AE Thymus vulgaris + Mentha piperita 2mL/L) 8,08 AB
T2 (EV Moringa oleifera 2mL/L) 20.88 BC
T4 (Testigo absoluto sin aplicacion) 106,46 C

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, segun la prueba de
Kruskall Wallis al 5% de significancia
Grisales, 2022

Se encontro diferencias estadisticas significativas en la produccién de esporas
y se relacion6 directamente con el crecimiento del micelio del fitopatdgeno en el agar
envenenado siendo consecuente con lo observado en el T1 (AE Miristica fragrans) no
registré esporas, en cambio el T3 (AE Thymus vulgaris + Mentha piperita) y T2 (EV
Moringa oleifera) tuvieron presencia con 202 mm3y 522 mm? respectivamente, siendo

el T4 (Testigo absoluto sin aplicacion) el tratamiento con la presencia de esporas
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significativamente elevada 2664 mm?3 ante la ausencia de agregados de accion anti

fungica en su composicion.

Porcentaje de inhibicion del hongo

El efecto de los tratamientos biofungicidas, se relaciond directamente al
crecimiento micelial de M. fijiensis en condiciones in vitro, al comparar el desarrollo del
testigo absoluto favorecido por la naturaleza del medio de cultivo PDA
proporcionandole las condiciones adecuadas de crecimiento y las demas cepas
fungicas sometidas al experimento. Las medias del porcentaje de inhibiciébn estan
indicadas en el Anexo 2.

Porcentaje de inhibicion del hongo por tratamiento
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Anexo N° 2. Grafico de cajas Porcentaje de inhibiciéon del hogo por tratamiento
Elaborado por: Grisales, 2022

En los datos analizados, se encontré que el porcentaje de inhibicion de T1(AE
Miristica fragrans) se mostro constante con el 100%, siendo consecuente con los datos
recolectados de crecimiento del hongo y la produccién de esporas en el tratamiento.
Los demas tratamientos con biofungicidas presentaron leves diferencias en sus
porcentajes de inhibicion maximos y minimos, el T2 (EV Moringa oleifera) 50.8% -
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47.1% y T3 (AE Thymus vulgaris + Mentha piperita) 63.1% - 55.7. Con respecto al T4,
al ser el testigo absoluto sin tratamiento, los porcentajes de inhibicion fueron escasos;
sin embargo, los datos aportados fueron de importancia para determinar los valores

porcentuales de los biofungicidas en estudio.

Prueba de patogenicidad del hongo Mycosphaerella fijensis Morelet aplicando

los tratamientos biofungicidas.

La prueba de patogenicidad realizada en la plantilla de variedad Williams
proporciono los datos correspondientes a la sintomatologia de la enfermedad causada
por M. fijiensis durante 10 semanas, datos que fueron establecidos de acuerdo a la
escala de Stover modificada por Gauhl. Los primeros indicios se registraron en la
semana 5 en el estado 1 de la enfermedad, al presentarse pequefias estrias de color
rojizo en el envés de las hojas que aumentaron su tamafo al transcurrir las semanas
adquiriendo una coloracion café oscuro con halo clorético. EI comportamiento de la

enfermedad en la prueba de patogenicidad esta indicado en el Anexo 3.

Comportamiento prueba de patogenicidad
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Anexo N° 3. Grafico comportamiento prueba de patogenicidad
Elaborado por: Grisales, 2022

En el grafico se observa la evolucién de los sintomas de la enfermedad en las

plantas por tratamiento, donde T1 (AE Miristica fragrans) se ubicé en la escala 1
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durante las semanas 7 a la 10, de esta manera se establece que el tratamiento tuvo
efecto positivo en el manejo de la enfermedad dilatando la presencia de sintomas en
las hojas, por su parte el T2 (EV Moringa oleifera) presento en la semana 5 una
severidad de 1 en la escala, hasta la semana 9-10 que paso a un grado 2. Asi mismo
el T3 (AE Thymus vulgaris + Mentha piperita) inicio con estado 1 en la semana 7 y
posteriormente avanzo al grado 2 en las semanas 9-10. Por ultimo, el T4 testigo
absoluto, favorecido por las condiciones ambientales, la presencia de inoculo del
fitopatdgeno y la ausencia de tratamiento, presento los primeros sintomas de la
enfermedad en escala 1 desde la semana 4, que permanecieron en las semanas 5-6;
mas adelante en las semanas 7-8 alcanzo grado 2. Finalmente, en las semanas 9-10

reporto un grado 3 en la escala de severidad de la enfermedad.

Nivel de dafio alcanzado por el hongo de Mycosphaerella fijensis Morelet en las
plantas de banano después de los tratamientos.

Los tratamientos biofungicidas empleados en la plantilla de banano variedad
Williams fueron evaluados con el método Stover modificado por Gauhl a las 10
semanas de aplicacion con la finalidad de constatar la severidad del hongo M.
fijiensis y el grado de afectacion en los tejidos del vegetal en experimento, cabe
resaltar que aunque las plantas se encuentran en etapa vegetativa la afectacion
realizada por el hongo influye tanto en la etapa reproductiva como en la productiva de
la planta al intervenir en la calidad de la fruta . El nivel de dafio alcanzado por el

fitopatdgeno esta indicado en el Anexo 4.
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Severidad M. fijiensis semana 10

Escala Stover

Tratamientos

Anexo N° 4. Grafico de cajas severidad M. fijiensis semana 10
Elaborado por: Grisales, 2022

En el grafico se aprecia la severidad de la enfermedad en las plantas al finalizar
la aplicacidn de los biofungicidas por tratamiento en la semana 10 y la variacion en la
escala, en consecuencia, el T1 (AE Miristica fragrans) presento menos del 1 % del &rea
foliar afectada, es decir que presento un valor inferior a 10 estrias; valor relacionado
directamente al efecto del tratamiento. Con respecto al T2 (EV Moringa oleifera) y el
T3 (AE Thymus vulgaris + Mentha piperita) obtuvieron resultados entre el 1 al 5% de
area foliar afectada con estrias rojizas visibles tanto en el haz como el envés de las
hojas. Por ultimo, el T4 testigo absoluto alcanzo el grado 3 en la escala con un 6 a 15%
del area foliar afectada, con aumento en el grosor y largo de las estrias, que si bien
son valores medios, deben ser analizados para implementar los programas de manejo
de sigatoka, ya que contribuyen al desarrollo y la posterior dispersion del inoculo del

fitopatdgeno en otras hojas y plantas vecinas.
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Estado evolutivo final de sigatoka negra

En los tratamientos analizados en campo se recolectaron los valores
correspondientes a existencia de lesiones en las hojas 3, 4 y 5 de la planta para
determinar la presiéon actual de la enfermedad. Los datos registrados se presentan a
continuacion:

Tabla 7. Estado evolutivo final de Sigatoka negra

Tratamientos H3 H4 H5 Total
1 0 0 76.8 76.8
2 38.4 32 76.8 147.2
3 9.6 32 78.8 118.4
4 38.4 112 179.2 329.4

Grisales, 2022

En la tabla se observa el estado evolutivo total de sigatoka por tratamiento,
donde T1 (AE Miristica fragrans) presenta una presion baja de la enfermedad, con
ausencia de lesiones en las hojas 3y 4 de la planta. EI T2 (EV Moringa oleifera) y T3
(AE Thymus vulgaris + Mentha piperita) registraron valores de presién baja de
sigatoka, aunque con lesiones en las hojas 3, 4 y 5 de la planta que la acercan a una
presidon moderada. Por ultimo, el T4 testigo absoluto obtuvo datos de presion alta de
la enfermedad, con lesiones pequefias en hoja 3 y 4, mientras que en hoja 5 la
severidad aumento y con ello el nUmero y tamafio de estrias; en consecuencia, debe
realizarse aplicacion de productos para mantener el buen estado fitosanitario de las

plantas de este tratamiento.
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DISCUSION

El presente trabajo de investigacion evalu6é la eficiencia de diferentes
biofungicidas sobre Mycosphaerella fijensis bajo condiciones controladas, ademas se
llevé a cabo una prueba de patogenicidad para establecer la severidad de la

enfermedad in vivo. Producto del experimento se establece lo siguiente:

De acuerdo a las observaciones realizadas en este trabajo del fitopatogeno M.
fijensis, cultivado en cajas Petri con medio PDA; las caracteristicas mencionadas sobre
el aspecto y coloracion del micelio son similares a las encontradas por Drenth & Guest
(2016), que va desde un color blanco grisaceo a blanco rosado con una consistencia
algodonosa, estas variaciones se relacionan con la humedad y temperatura en el
desarrollo del hongo. Los conidios obtenidos de M. fijensis, tienen una coloracién
hialina, forma alargada-cilindrica ligeramente curvos mas delgados en el apice y con
septos presentes tal y como lo describe Isaza (2016), en los que también se indica la
variacion en el tamafo y las ramificaciones de las hifas causados por las condiciones

ambientales y la procedencia del material vegetal.

Bajo condiciones in vitro los tratamientos sometidos a experimento, se
obtuvieron los valores de las variables de crecimiento micelial y produccién de esporas,
al realizar el tratamiento de los datos con pruebas estadisticas se encontraron
diferencias significativas que demuestran que los biofungicidas influyeron en el
desarrollo del fitopatbgeno. Se observé que los tratamientos con aceites esenciales
inhibieron el crecimiento del hongo, mientras que sin la aplicacion encontraron un
medio adecuado para la formacion de colonia. Por ende coincide con Delgado et al.
(2020), quien expresa que los aceites y extractos de origen vegetal contienen
metabolitos secundarios con propiedades antifungicas, que son empleados como
defensa contra patdgenos. Por lo cual se acepta la hipbtesis alternativa el aceite
esencial de nuez moscada y demas biofungicidas aplicados permitiran el control de

sigatoka negra.
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La prueba de patogenicidad realizada en plantilla de tres meses de edad en
campo, con la aplicacion de los tratamientos con frecuencia semanal; determino la
evolucion de los sintomas de la enfermedad. La evaluacion de los tratamientos indico
que el T1 en el que se empled el aceite esencial de nuez moscada logro ampliar el
namero de semanas libre de sintomas caracteristicos de estrias de la enfermedad
hasta la semana 7, resultado que concuerda con lo mencionado por Klein et al. (2017)
quien describe que los aceites esenciales proporcionan un efecto protector y de
resistencia a largo plago en las plantas contra los patégenos inclusive contra estrés

bidtico y abidtico.

Al analizar el nivel de dafio alcanzado por M. fijensis en las plantas posterior a
los tratamientos se evidencio diferencias en el experimento y el nivel de presion que
ejercié el fitopatdgeno sobre las plantas en estudio. Los datos obtenidos prueban el
efecto de control positivo del tratamiento con aceite de nuez moscada, ante la ausencia
de lesiones en las hojas 3 y 4 de la planta; resultados acordes con Dene (2018) y Le
Mire (2016), quienes expresan gque el uso de aceites esenciales y extractos vegetales
como biofungicidas tienen una accion duradera fortaleciendo las plantas al
proporcionar proteccion durante un periodo mas prolongado. El tratamiento con aceite
de menta-tomillo y extracto de moringa si bien presentaron lesiones en las hojas 3-4 'y

5 estan ubicadas en la escala 1 con una baja presion de la enfermedad
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

De acuerdo con los datos obtenidos en el ensayo experimental realizado se

puede concluir lo siguiente:

Las caracteristicas fenotipicas de los hongos en condiciones in vitro presentan
variaciones principalmente en la coloracion del micelio, que se ve afectado por los
cambios en la temperatura y las variaciones de ingredientes activos empleados para

su control.

La eficiencia de los biofungicidas como aceites esenciales y extractos vegetales
en condiciones in vitro es promisoria, ya que presentan una actividad inhibitoria del

crecimiento de la sigatoka negra que va desde 50 a 100%

La prueba de patogenicidad demostré que la aplicacién de biofungicidas en
plantas favorecen el fortalecimiento de los mecanismos de resistencia de la planta,
impidiendo por un periodo de tiempo mas prolongado la incidencia de la enfermedad.

Los niveles de dafio de M. Fijiensis son bajos en los tratamientos con aceites
esenciales ya que se disminuye el inoculo de la enfermedad y las lesiones en las hojas

mas jovenes de la planta.

Recomendaciones

Considerando los resultados obtenidos obtenidos en esta investigacion se

puede recomendar:
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Realizar la identificacion de las especies patogénicas en estudio con técnicas
moleculares que proporcionen informacion filogenética méas acertada sobre la

enfermedad.

Incluir los tratamientos con biofungicidas dentro del manejo integrado

fitosanitario de la plantilla de banano.

Evaluar diferentes dosis de los tratamientos biofungicidas para determinar las

concentraciones minimas inhibitorias que permitan el control de M. Fijiensis.
Realizar pruebas de patogenicidad con variaciones en la frecuencia de
aplicacion de biofungicidas durante las etapas vegetativa, desarrollo y productivas de

la planta.

Analizar el comportamiento evolutivo de la enfermedad con la aplicacién de

biofungicidas vs tratamientos convencionales.
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Anexo N° 5 Ficha técnica del aceite esencial de Miristica fragrans
(S. V. A. Organics, 2021)

Ficha técnica

Biofungicida

NoPath Drench

No. Registro: RSCO-MEZC-FUNG-1303-X0013-052-032 . .
Certificado OMRI: KME-10226 =
Certificado Control Union: C82176INP-02.2018 Uhima actualizacién: 3 de julio de 2019.

Producto Preparacién de |a solucién:
Fungicida agricola « Agiteel envase antesde usar.
=« Abra el erwase de NoPath Drench girando la tapa hasta
Presentacién romper el arillo de seguridad, con la misma tapa de
forma mvertlda ooléquela sobre el sello de segurldad
Botella de 1 liTo. y gi para te el sello.
- Aﬁada un poco de agua al tanque de aplicacién.
Aceite de tomillo (Thymus vilgaris) .......coeveeinieniiciiiannnn 17.0 « Enunrecipiente aparte, hacer una pre-mezcla conla
Equivalente a 16873 gdei.a. /L a 200C cantidad a usar de NoPath Drench, remueva (nunca
Aceite de menta (Mentha piperita) .......ccciiiiiiiiiiiiiiiiinns 150 con las manos) hasta lograr una buena mezday vierta
Equivalente a 148.88gdeia. /L a 209C en el tanque.
« Despuésliene el tanque con agua mientras continda
Ingredientes inertes: agitando hasta lograr una mezcla homogénea.
Emulsificante, surfactantey solvente..... 68.0
Para conseguir un control efectivo, el producto debe llegar a las
Objetivo ralcesde las plantas y el Srea donde s2 encuentre el patégeno.
Para el control de Damping off (Fusarium oxisporum Dosis
Phytophthora capsid, Rhiz ja sofand). Ir tala
resistencia de Ia planta contra enfermedades. Aplicaciones en drench:
= 2 ml porlitro de agua (0 2%), Realizar dos aplicaciones
General en drench a intervalo de 5 dias; aplicar 50 ml de mezda
por planta.
NoPath Drench es un producto 100% natural a base de aceites Aphmcnones en el sistema de riego:
esenciales de plantas aromdticas. ActGa como fungicida de Curativa baja 1 | por hectarea con intervalo de 7 dlas.
contacto y ayuda en el manejo de enfermedades de suelo = Curativa alta 31 por hectarea con intervalo de 7 dias.
causadas por hongos, aplicando este producto por riego se = Tiempo de reentrada a lazona tratada: 12 horas
mantiene contenida la infeccién y se previene |a dispersién después de Ia aplicacién.
hacdia otras plantas. NoPath Drench actGa bloqueando diversas = Intervalo de seguridad:dias que deben transcurrir entre
rutas metabdlicasy los procesos bioquimicos de los hong 1a Gitima aplicaciény la cosecha, sin Himite.
lo que inhabilita su crecimiento y desarroilo. Aumenta la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica del hongo, lo Compatibilidad

que causa su deshidratacién llevando a las células a su muerte.
No se use en combinacién con otros productos plaguiddas.
Modo de empleo No mezdar con productos que It

NoPath Drench puede ser utilizado en cualquier tipo de
sistema de riego y de aplicacién al drench.

Anexo N° 6 Fichatécnica de NoPath
(Koppert, 2021)
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Grado de severidad Descripcion de la severidad

Sin sintomas

<1% de area foliar afectada y/o hasta 10 estrias
1-5% de area foliar afectada

6-15% de area foliar afectada

16-33% de area foliar afectada

34-50% de area foliar afectada

>50% de area foliar afectada

Anexo N° 7 Escala de Stover modificada por Gauhl para sigatoka negra

(Rodriguez & Cayon, 2008)

DU WNEFEO

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Crecimiento micelial (mm) 40 38.83 29.35 0.82 <0.0001
Produccidén de esporas 40 33.86 43.13 0.65 <0.0001

Prueba de Kruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas
H P
Crecimiento micelial (mm) 1 10 0.00 0.00 0.00
36.59 <0.0001
Crecimiento micelial (mm) 2 10 41.10 1.20 41.00
Crecimiento micelial (mm) 3 10 32.90 2.13 32.50
Crecimiento micelial (mm) 4 10 81.30 1.25 81.50
Trat. Ranks
1 5.50 A
3 15.50 A B
2 25.50 B C
4 35.50 C
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H
P
Produccidén de esporas 1 10 0.00 0.00 0.00 36.59
<0.0001
Produccién de esporas 2 10 20.88 1.70 21.00
Produccidédn de esporas 3 10 8.08 0.53 8.20
Produccién de esporas 4 10 106.46 0.40 106.50

Trat. Ranks

1 5.50 A

3 15.50 A B

2 25.50 B C
4 35.50 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo N° 8 Prueba de Shapiro Wilks y Kruskall Wallis
Grisales, 2022
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Anexo N° 10 Elaboracién de extracto de semilla de moringa

Grisales 2022
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Anexo N° 11 Cultivo en PDA de material vegetal afectado por M. fijiensis
Grisales 2022

63



Anexo N° 12 Aislamientos in vitro de M. fijiensis
Grisales 2022

Anexo N° 13 Tratamientos biofungicidas in vitro sobre M. fijiensis
Grisales 2022

Anexo N° 14 Prueba de fitooxicidad de los biofungicidas en laboratorio
Grisales 2022
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Anexo N° 15 Aplicacidn de biofungicidas en plantilla de banano
Grisales 2022
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Anexo N° 16 Conteo de estrias en las planta sometidas a tratamiento
Grisales 2022
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Anexo N° 17 Andlisis de evolucién de la sigatoka negra en hojas 3-4y 5 de la planta
Grisales 2022

Anexo N° 18 Estrias caracteristicas de la sigatoka negra
Grisales 2022
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Balao. 28 de abril del 2022

AUTORIDADES

SISTEMA DE POSGRADC
UNIVERSIDAD AGRARIA DEL ECUADOR
Guayaquil

De mis considaraciones:

Yo, José Armando Carrién Andrade, con cedula de ciudadania N 0701132979. en
calidad de propietario de ia banana "HACIENDA CAROLINA” ubicada en la provincia del
Guayas, cantén Balao; dando a conocer por medio de la presente que CERTIFICO LA
CULMINACION DEL TRABAJO TECNICO por parte de la Ing. ANGELICA LORENA
GRISALES SALAZAR, identificada con ceduls de identidad N° 0961282829; en el estudio
necesario para elaborar el proyecto de grado en el programa de MAESTRIA EN SANIDAD
VEGETAL con el tema: “EFICIENCIA DEL ACEITE Myristica fragrans Y DIFERENTES
BIOFUNGICIDAS SOBRE Mycosphaerella fijensis Morelet EN Musa AAA, BAJO
CONDICIONES CONTROLADAS™.

Autorizo a la Ing. ANGELICA LORENA GRISALES SALAZAR el presenie respaldo exigido
para continuar con el proceso en el sistemna de posgrado

Atentamente,

Propietario Haclenda Carclina
CC: 0701132979

Anexo N° 19 Certificado culminacion de trabajo experimental
Grisales, 2022
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Anexo N° 20 Copia de cédula del propietario del lugar de estudio.
Grisales, 2022
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