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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar alternativas sostenibles y ecoldgicas de
manejo con bioinsumos de hongos asociados a pudricion de frutos de chonta (Bactris gasipaes
Kunth) de la provincia de Pastaza. Para lo cual se utilizaron seis principios activos: extracto de
tomillo (Thymus vulgaris), aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia), Bacillus, quitosan
oligosacarina, producto 2 y tebuconazol, ademas, se utilizaron seis géneros identificados
morfologicamente procedentes de la provincia de Pastaza, Se realizaron dos metodologias: la
primera basada la determinacion del efecto bioldgico para los hongos de: Ceratocystis, Mucor,
Geotrichum, Fusarium y Rhizopus se utilizd la metodologia de crecimiento micelial; la segunda
basada la germinacion de esporas para el hongo Penicillium y para la identificacion molecular se
realizé la técnica de ampliacion de la cadena de ADN con los iniciadores ITS1 e ITS4 con la
herramienta Blast del NCBI se compararon las secuencias obtenidas con el banco de datos. Los
resultados obtenidos en los diferentes productos fueron: quitosan oligosacarina el género (Mucor)
ingresé en la categoria "Muy sensible" (< 10ug/mL), arbol de Té (Melaleuca alternifolia) el
género (Geotrichum) ingreso en la categoria "Muy sensible" (< 10ug/mL), tebuconazol los cinco
géneros (Ceratocystis, Geotrichum, Mucor, Rhizopus, Fusarium) ingresaron en la categoria “Muy
sensible”  (<10pg/mL). Se identificaron molecularmente los hongos identificados
morfolégicamente los cuales fueron: Ceratocystis paradoxa, Mucor nidicola, Geotrichum
candidus y Penicillium purpurogenum. Se concluye que los productos bioldgicos que tuvieron
efecto en los géneros Ceratocystis, Mucor y Geotrichum extracto de tomillo y producto 2; para
Rhizopus y Fusarium Aceite de arbol de té y extracto de tomillo y para Penicillium Aceite de
arbol de té, Bacillus, quitosan oligosacarina y producto 2. Se recomienda realizar mas estudios de
efecto bioldgico utilizando méas productos diferentes a los utilizados en este estudio para el control

de las especies ya identificadas.

Palabras clave: < CONCENTRACION LETAL >, <EFECTO BIOLOGKO>, <. CHONTA
is gasipaes Kunth) >, < PATOGENOS >, <IDENTIFICACION >, < PASTAZA
PROVINCIA)>.
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SUMMARY / ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate sustainable and ecological management alternatives
with bio-inputs of fungi associated with rotting of chonta (Bactris gasipaes Kunth) fruits from the
Pastaza province. For which six active principles were used: thyme extract (Thymus vulgaris),
Tea tree oil (Melaleuca alternifolia), Bacillus, chitosan oligosaccharin, product 2 and
tebuconazole, in addition, six morphologically identified genera from the province of Pastaza,
two methodologies were carried out: the first based on the determination of the biological effect
for the fungi of: Ceratocystis, Mucor, Geotrichum, Fusarium and Rhizopus, the mycelial growth
methodology was used; the second based on the germination of spores for the Penicillium fungus
and for molecular identification, the DNA chain amplification technique was performed with the
ITS1 and ITS4 primers with the NCBI Blast tool, the sequences obtained were compared with the
data bank. The results obtained in the different products were: chitosan oligosaccharin the genus
(Mucor) entered in the "Very sensitive" category (< 10pug/mL), Tea tree (Melaleuca alternifolia)
the genus (Geotrichum) entered in the "Very sensitive" category. " (<10ug/mL), tebuconazole the
five genera (Ceratocystis, Geotrichum, Mucor, Rhizopus, Fusarium) entered in the category
"Very sensitive" (<10pg/mL). The morphologically identified fungi were molecularly identified,
which were: Ceratocystis paradoxa, Mucor nidicola, Geotrichum candidus and Penicillium
purpurogenum. It is concluded that the biological products had an effect on the genera
Ceratocystis, Mucor and Geotrichum thyme extract and product 2, for Rhizopus and Fusarium
Tea tree oil and thyme extract and for Penicillium Tea tree oil, Bacillus, chitosan oligosaccharin
and product 2. It is recommended to carry out more studies of biological effect using more

products different from those used in this study to control the species already identified.

Keywords: <LETHAL CONCENTRATION>, <BIOLOGICAL EFFECT>, <CHONTA (Bactris
gasipaes Kunth)>, <PATHOGENS>, <IDENTIFICATION>, <PASTAZA (PROVINCE)>.

[ic. Lorena Hernandez A. Mcs
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INTRODUCCION

La alimentacion y la agricultura son un componente importante en el desarrollo y la supervivencia
de las civilizaciones. Alrededor de la mitad de la poblacion mundial y sus economias estan
influidas por la produccion agricola. Las enfermedades de las plantas se cobran hasta un 30% de

la cosecha si no se gestionan de forma adecuada y eficiente (Borkar,SG y Yumlembam, RA. 2016, pp.
16-22).

El chontaduro o chonta (Bactris gasipaes) es uno de los cultivos de mayor importancia cultural y
economica en la region amazoénica del Ecuador. La palma de chonta esté afectada por una gama
de microorganismos patégenos, gue en condiciones de alta humedad en el suelo y en el ambiente
ocasionan problemas fitosanitarios, los cuales provocan pérdidas econémicas importantes. Dentro
de las enfermedades asociadas con protistas, hongos y bacterias se encuentran la pudricion del
cogollo o de la flecha relacionada con Phytophthora palmivora o Erwinia chrysanthemi, la
mancha negra de las hojas causadas por Colletotrichum spp., la mancha foliar por Pestalotia spp.,
la mancha parda por Mycosphaerella spp., la mancha de anillo por Drechslera setariae. El
manejo convencional de este cultivo no logra identificar tempranamente enfermedades, sintomas
y patogenos, lo que lleva a los agricultores a aplicar indiscriminadamente fungicidas sin saber que

estos productos son dafinos para el ambiental (Riascos-Ortiz, Donald et al. 2011, pp. 319-327).

Debido a la necesidad actual de encontrar alternativas ambientalmente compatibles, existe un
interés en el creciente del desarrollo de medidas de control biol6gico y control integrado de
enfermedades para cultivos econdmicamente importantes. El control bioldgico se define como la

reduccién de patdgenos por la accién de uno 0 mas organismos no humanos (Riascos-Ortiz, Donald
et al. 2011, pp. 319-327).

Definir la identificacidn de cepas es un paso insustituible en la investigacion de bioagentes, y la
eleccion de herramientas y mecanismos de identificacion constituye la confiabilidad de la
informacion. El uso de la tecnologia de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como
mecanismo de reconocimiento molecular se basa en esta tecnologia para amplificar fragmentos
de ADN respaldados por cebadores como el tampdn de transcripcion interno (ITS) que forman
regiones ITS altamente distintivas necesarias para la durabilidad y la practicidad. Contiene rDNA
repetitivo, regiones conservadas, de evolucion relativamente lenta, pero a la vez regiones menos
conservadas, cuyas funciones son conferidas por ITS1 e ITS4, respectivamente. Aunque los
espaciadores transcritos internos han sido denominados marcadores de barra por grupos de

mic6logos para identificar taxones y son uno de los mecanismos mas confiables para identificar



hongos a nivel de especie, estas caracteristicas hacen de la regiéon ITS un segmento muy

interesante para estudios taxondmicos (Suarez-Contreras et al. 2022, pp. 194-206).

En este estudio se determina los mecanismos de determinacion molecular de 6 especies de hongos

distribuidas en los géneros Rhizopus, Geotrichum, Penicillium, Ceratocystis, Fusarium y Mucor.



CAPITULO I

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del Problema

Actualmente no existen alternativas sostenibles ni ecolégicamente amigables, para el manejo de
patologia de frutos de Chonta y estas alternativas podrian disminuir el uso indiscriminado de
plaguicidas y la contaminacion ambiental generada por este uso indiscriminado, donde en
Ecuador no se ha dado importancia cientifica del fruto a pesar del valor cultural y econémica de
esta especie en la regiébn Amazénica especificamente de la provincia de Pastaza. Por otro lado, no
se ha realizado identificaciéon molecular a nivel de especie de los microorganismos asociados a

los frutos de Chonta (Bactris gasipaes).

1.2 Objetivos

Objetivo General

¢ Evaluar alternativas sostenibles y ecoldgicas de manejo con bioisumos de hongos asociados a

pudricion de frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth) de la provincia de Pastaza.

Objetivos Especificos

o Estudiar dos bioinsumos basados en microorganismos y dos bioinsumos basados en extractos
vegetales como alternativas sostenibles de manejo.
¢ Identificar molecularmente microorganismos asociados a los frutos de chonta (Bactris

gasipaes) de la provincia de Pastaza.

1.3 Justificacion

Las raices coloniales han devaluado a la chonta, y se la llam6 despectivamente fruto de los indios.
Esta visién probablemente ha mantenido a la chonta fuera de los programas de investigacion,
conservacion y desarrollo productivo, e inclusive olvidada por la literatura cientifica, ademés de

ser considerada una de las culturas olvidadas.



En Ecuador existe un vacio en el conocimiento e importancia de hongos asociados a pudricion de
frutos de chonta, es decir que no se conoce alternativas sostenibles y ecoldgicas para el manejo
de estos patdgenos, es por ello que este estudio pretende reducir el uso de plaguicidas y a su vez
la contaminacion ambiental ocasionada por este mismo uso, esto permitira establecer alternativas

sostenibles en el control de patdgenos de los frutos de chonta.

1.4  Hipotesis

Nula

Lo extractos vegetales y bioinsumos no reducen el crecimiento de las diferentes especies de
hongos identificados molecularmente de los frutos de Chonta (Bactris gasipaes) de la provincia
de Pastaza.

Alterna

Los extractos vegetales y bioinsumos reducen el crecimiento de las diferentes especies de hongos

identificados molecularmente de los frutos de Chonta (Bactris gasipaes) de la provincia de

Pastaza.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1 Chonta (Bactris gasipaes)

2.1.1 Origen

La chonta es una palma totalmente domesticada. Esto significa que su domesticacion comenzd
con especie silvestre, a partir de las cuales los humanos desarrollaron un proceso deliberado de
rasgos. Este proceso tomaria miles de afios, para producir una amplia variedad de formas

domesticadas. La domesticacion de la chonta sigue siendo especulacién (Clement et al., 2021; citados
en Valencia et al., 2015: pp.18-22).

La fruta es claramente un objetivo principal para la domesticacion, la concentracion de almidones,
de lipidos, y componentes menores. El color del fruto de la chonta también puede constituir un
rasgo de domesticacion. Ademas de los frutos también se encuentran otras caracteristicas.
Ademas, se observan otros caracteres de interés mas alla de los frutos; en particular, la ausencia
de espinas en los tallos. Sin embargo, en la Amazonia ecuatoriana se observé chontas con espinas
blandas y también sin espinas, es una variante domesticada que facilita la recoleccion de frutos.
Otros caracteres que pueden ser favorables el tamarfio del individuo, su naturaleza multicaule y su

adaptacion a diferentes suelos y altitudes (Clement et al., 2021; citados en Valencia et al., 2015: pp.18-22).

2.1.2  Aspectos generales

La palma de chonta forma parte de la familia de las Arecéceas, es una planta monocotiledonea,
originaria de la region amazénica de Brasil, Ecuador, Colombia y Per(. En Centro América esta

especie se ha naturalizado, destacandose en Costa Rica como el mas grande productor mundial
(Crane, 2016: p.1).

Es una palmera de 20-31m de altura que crece en los bosques tropicales. Su tronco es esbelto,
solitario o herboso, y en la mayoria de las variedades cubierto de espinas rigidas que pueden

perforar facilmente la suela de una bota (Carrera, 2018: p. 7).



2.1.3 Clasificacién taxonémica

Tabla 2-1: Clasificacion taxonémica de la especie Bactris gasipaes Kunth.

REINO PLANTAE
SUBREINO Viridaeplantae
INFRAREINO Streptophyta
DIVISION Tracheophyta
SUBDIVISION Spermatophytina
INFRADIVISION Angiospermae
CLASE Magnoliopsida
SUPERORDEN Lilianae
ORDEN Arecales
FAMILIA Arecaceae
GENERO Bactris
ESPECIE Bactris gasipaes
NOMBRES COMUNES Chonta, Pejibaye, Chontaduro, Pijiguao, Pirijaho,
Cachipae, etc

Fuente: Integrated Taxonomic Information System (ITIS), 2020.

2.2 Importancia de la chonta en el Ecuador

Actualmente, la chonta es un importante elemento de soberania y seguridad alimentaria para los
pueblos indigenas y mestizos de la Costa y la Amazonia ecuatoriana. El fruto se utiliza de diversas
formas, ya sea cocinado y consumido directamente o utilizado en la preparacion de la elaboracion
de la tradicional chicha de chonta. Los frutos frescos y maduros se venden en mercados de pueblos
como Tena, Puyo, El Coca, Lago Agrio y Archidona. La chonta fresca generalmente se vende en
paquetes recién salidos de fabrica, mientras que la fruta cocida se vende para consumo inmediato
o transformado en una harina himeda o pasta fermentada que sirve para preparar la chicha. La
chicha de chonta, una bebida alcoholica y no alcohdlica, constituye una importante fuente de

alimentacion y un simbolo cultural de abundancia y fertilidad para los indigenas amazonicos
(Anitha Karun. et al. 2015: pp. 505-513).

Para Ecuador, la proteccion y manejo de la chonta es un tema ain mas estratégico. Ademas del
importante papel del chontaduro como fuente de almidones, lipidos y subproductos en la dieta
ecuatoriana. La especie, también se ha adaptado a disefios agroforestales en la Amazonia y de las
tierras bajas occidentales de Ecuador, donde contribuye con servicios ambientales importantes al
integrarse amablemente con cultivos alimentarios. La importancia de este cultivo no es solo como
alimento directo para los humanos, sino que debido a que los cuerpos fructiferos son tan
abundantes, proporciona alimento para toda la familia y la vida silvestre (Henderson, A, M. et al. 2019:
p. 4).



2.3 Variedad de la Chonta en el Ecuador

Existen dos ancestros de los Chonta en Ecuador. Chichagui conocido localmente como chontilla
y Bactris gasipaes llamada chonta o chunda. Chonta y Chontilla son similares en morfologia.
Algunas miden entre 10 y 15 metros de altura y estan cubiertas de largas espinas. Hojas de
pinnadas cubiertas de espinas. inflorescencias colgantes; las flores son pequefias (1-2 cm),
amarillas, polinizadas por insectos. Sin embargo, la diferencia méas obvia entre las dos plantas
progenitoras es el tamafio de la fruta. El rasgo se llama sindrome de domesticacién. Asi lo hace
Chontilla (var. chichagui) tiene frutos anaranjados pequefios, globosos, de pulpa baja, de 1-1.5
cm de diametro, mientras que Chonta (var. gasipaes) tiene 3-12 cm de didmetro, mucho més
pesado que sus parientes silvestres y son muy variables en formay color (Monttfar et al. 2013: pp. 77-
79).

Asimismo, Chontilla crece en la vegetacién remanente de la costa central y sur ecuatoriana (zonas
con escasas precipitaciones). La chonta (var. gasipaes), por otro lado, crece en areas de alta
precipitacion, esta presente en el noroeste de Ecuador y la region amazoénica, se adapta a altitudes

de alrededor de 1500 m (Montdfar et al. 2013: pp. 77-79).

2.4 Enfermedades de la Chonta

2.4.1 Enfermedades del follaje

2.4.1.1 Mancha negra de las hojas

También se conoce como Afiublo foliar, que se considera endémico para las condiciones de la
costa pacifica colombiana. Es causada por el hongo Colletotrichum sp. Sc presenta en hojas de
palmas de vivero y en palmas adultas. Son manchas negras rodeadas de un pequefio halo clor6tico
gue se extienden hasta causar necrosis del 70 a 100% de la lamina foliar. Este tipo de lesion puede
servir para favorecer la presencia de bacterias como Erwinia sp. que causa la muerte de las hojas
y una pudricién general de la médula o palmito y ocurre en areas con exceso de humedad en el
suelo (Pefia, 1996: p. 4).

2.4.1.2 Otros tipos de manchas:

Mancha amarilla (Pestalotiopsis sp.)



Son manchar amarillas de aspecto acuoso, que posteriormente se necrosan ornandose pardo

oscuras. Afecta palabras de vivero (Mexzon, 1995: p. 2).

Mancha parda (Mycosphaerella sp.).

Se presenta como manchas redondas de color pardo oscuro rodeadas por halo amarillo. El ataque
se inicia por la punta de los foliolos extendiéndose hacia la lamina foliar dando un aspecto de

guemazoln (Mexzon, 1995: p. 3).

Manchas pardas.

En Tumaco se han reportado los hongos Petalotia sp, Curvularia sp y Helminthosporirum sp.
Como causantes de munchas foliares en plantas de vivero de coloracion parda y que al coalescer,

ocasionan lesiones que pueden extenderse hasta un 50% de la lamina foliar. (Instituto Colombiano
Agropecuario, 1992: p. 2).

Vena corchosa (Fusarium sp.)

Se caracteriza por una especie de pudricion de la flecha que puede afectar el meristemo,
presentandose en este caso una asociacion con la bacteria Erwinia sp. Se presenta tanto en viveros
como en campo en focos aislados. En palmas adultas de plantaciones para palmito, la planta

afectada se puede cortar y en ocasiones se salva la cepa (Mora, 1983: p. 5).

2.4.2  Pudriciones

2.4.2.1 Pudricién de Cogollo

Se reporta como causado por Phvtophthora sp. en asociacion con la bacteria Erwinia sp.. El
disturbio se detecta a por el amarillamiento de las hojas circundantes a la flecha y que
posteriormente se tornan pardas (marchitas). La flecha se seca y se puede retirar facilmente debido
al efecto de una pudricion de la parte basal y que puede afectar al meristemo. La pudricion en
ocasiones es mal oliente (ICA, 1992: p 1).

2.4.3 Enfermedades del fruto

2.4.3.1 Pudricién blanca



Causada por Monilia sp. Ataca tos frutos que han alcanzado la madurez. Los aspectos

caracteristicos son coloracién blancuzca, consistencia blanda, mal olor y caida de frutos afectados
(Pava et al, 1981: p. 3).

2.4.3.2 Pudricion negra

La afeccion es importante en frutos maduros cosechados por lo cual afecta su presentacion y
comercializacién. Agente causal: Cerotocvstis sp (Thielaviopsis sp., fase imperfecta del hongo).
La intensidad de la enfermedad se acentlia debido al dafio que sufren los frutos al ser atacados por
insectos, mal manejo del racimo en cosecha y postcosecha. Se caracteriza por una pudricién por
una suave pudricion suave en el fruto que conforme avanza la enfermedad se torna negruzco. Los
frutos presentan olor caracteristico de fermentacion (olor a pifia madura) siendo atractivos para

insectos (Pava et al., 1981: p. 3).

2.4.4 Otras afecciones

2.4.4.1 Puntade lapiz

Se caracteriza por un amarillamiento progresivo de las hojas bajeras hacia la corona para
posteriormente tomarse necroticas. El estipe se va adelgazando hacia el cogollo semejando la
punta de un lapiz. Las inflorescencias son de tamafio reducido. Se considera que para su
manifestacion inciden factores como avanzada edad de la cepa, degradacion del habitat y

empobrecimiento del suelo (Vargas, 1989: pp. 1 - 2).

2.4.4.2 Marchitez asociada a protozoarios

Hasta el presente la sido reportado en Costa Rica en plantaciones para palmito. Los sintomas
consisten en un amarillamiento de los foliolos de los apices de lar hojas mas viejas, seguida por
secamiento muerte descendente: ocasionalmente se puede presentar necrosis de raices
adventicias. Algunas plantas presentan pudricion meristematica asociada con la bacteria Erwinia

Sp., (Vargas, 1989: pp. 1- 2).

2.5 Diversidad fungica asociados a frutos de Chonta

Trichoderma es el género fungico que predomina en la rizosfera de chontaduro. La prevalencia
de Trichoderma en la rizosfera de chontaduro en Citronela, ain bajo condiciones contrastantes de

precipitacion, sugiere una interaccion sinérgica hongo-hospedante. Esto es producto de una
9



interaccion entre las raices de las plantas, sus exudados y los estimulos de la comunidad

microbiana que favorece un ambiente dindmico en la rizosfera (Barea et al., 2005; citados en Riascos-
Ortiz, Donald et al. 2011: p. 5).

La rizosfera de algunas plantas estd dominada por especies flngicas no patégenas, como sugiere

Alexander (1994), siendo Trichoderma uno de los principales géneros (Whipps, 2001; Mancharachary
etal., 2006: citados en Riascos-Ortiz, Donald et al. 2011: pp. 6 - 9).

En ambas localidades presentaban la mayor diversidad flngica, es posible que los cambios
fisiologicos debidos al llenado de los frutos afectaron de forma positiva a la calidad y cantidad de

exudados radiculares liberados por las raices (Souza-Mota et al., 2003; Drigo et al., 2009: citados en Riascos-
Ortiz, Donald et al. 2011: pp. 6 -9).

Segln Bardgett (2005) y Manoharachary et al. (2006) estos compuestos tienen un efecto selectivo
sobre los microorganismos presentes en la zona rizosférica, lo que favorece el establecimiento y
la actividad de los hongos encontrados. De igual manera, esta condicion puede estimular la
presencia de comunidades microbianas, principalmente de hongos formadores de micorrizas
arbusculares, los cuales han sido encontrados en asociacion con palmas chontaduro cultivadas en

los mismos sistemas de produccidn en la regidn Pacifica de Colombia (Molineros-Hurtado, 2007:
citados en Riascos-Ortiz, Donald et al. 2011: pp. 6 -9).

Los géneros fungicos identificados Fusarium, Rhizopus, Penicillium y Thielaviopsis han sido

asociados a la rizosfera de otras especies vegetales de interés agricola, alimentario y ambiental
(Souza-Mota et al., 2003; Tariq et al., 2008: citados en Riascos-Ortiz, Donald et al. 2011: pp. 6 -9).
Es posible que, en los sistemas de produccién de chontaduro estudiados, estos hongos tengan un

papel benéfico ya que no se encontraron sintomas de enfermedad, contraria, su accion benéfica

se traduce en crecimiento de la planta, desarrollo y proteccion contra problemas fitosanitarios

(Orduz y Rangel, 2002; Barea et al., 2005; Yedidia y Chet, 1999; Baker y Dickman, 1995: citados en Riascos-Ortiz,
Donald et al. 2011: pp. 6 -9).

Es posible que la poblacion de Penicillium contribuya de forma similar a la de Trichoderma,
teniendo en cuenta su capacidad para producir antibidticos Utiles para el control de patdgenos del

suelo (Baker y Dickman, 1995: citados en Riascos-Ortiz, Donald et al. 2011: pp. 6 -9).
En el caso de Fusarium, no todas las especies son patdgenas, ya que existen evidencias de su
actividad antagonista o saprofita en la rizosfera (Barnett y Hunter, 1972; Whipps, 2001: citados en Riascos-

Ortiz, Donald et al. 2011: pp. 6 -9).

10



Ademas, Rhizopus (Agrios, 2005) y Thielaviopsis (Mora et al., 1997) presentan actividades
similares a las de Fusarium, ademas de su participacion en actividades de ciclaje de nutrientes

(Alexander, 1994) en el agroecosistema chontaduro.

2.6  Extractos vegetales y bioproductos como alternativas sustentables para el manejo de

pudricion de frutos de chonta (Bactris gasipaes)

2.6.1 Extractos vegetales como alternativas sostenibles

Los extractos de vegetales son mezclas complejas con numerosos compuestos que se pueden
obtener de fuentes naturales mediante procesos fisicos, quimicos 0 microbioldgicos y se pueden
utilizar en todos los ambitos, de una misma planta se obtienen diferentes extractos con distintos
principios activos. Ademas, depende del solvente utilizado para extraer la parte particular de la
planta. El alcohol disuelve las sustancias activas liposolubles en ciertas partes de la planta. Los
extractos de hierbas difieren no solo en el solvente primario utilizado, sino también en los pasos
de preparacion utilizados. La extraccidn de plantas vegetales con solventes primarios inicialmente
proporciona extractos convencionales crudos o sin procesar. Sin embargo, si este extracto crudo
se procesa aun mas mediante un paso de purificacion, es decir, para eliminar ciertos fitoquimicos
indeseables o para ajustar la concentracion de los ingredientes activos clave requeridos, el

rendimiento se reducira, a diferencia del extracto crudo (Garcia-Mateo, 2021: pp. 213-228).

Debido a la necesidad de encontrar una nueva alternativa natural para controlar las plagas de
insectos y asi reemplazar los pesticidas sintéticos, los extractos de plantas parecen tener las
ventajas de ser de origen bioldgico, ser degradables y tener impactos negativos minimos en la
salud humanay el medio ambiente. El uso de plantas que son consideradas malezas es una fuente
econémica y muy importante para la obtencion de extractos vegetales con actividad
antimicrobiana. En nuestro pais la informacion sobre este tema es limitada, especialmente en lo

que se refiere a extractos de plantas para combatir microorganismos fitopatdgenos (Guerrero R., et
al. 2021; pp. 5-6).

Los insecticidas naturales a partir de extractos de plantas representan una interesante alternativa
para el control de insectos, ademas de que muy pocas plantas han sido evaluadas frente a la fuente
natural que ofrece el planeta, por lo que las perspectivas de futuras investigaciones son adn
mayores. Debido a la necesidad de encontrar una nueva alternativa natural para controlar las
plagas de insectos y asi sustituir a los plaguicidas sintéticos, estan surgiendo insecticidas
botéanicos que son a la vez respetuosos con el medio ambiente y una opcion agronomica eficaz.

Alternativamente, los productos naturales de una gran variedad de plantas acttan inhibiendo,
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repeliendo, ahuyentando o matando insectos plaga de varios tipos (rastreros, voladores,
chupadores, caducifolios, etc.) y también estimulan los procesos vitales de la planta para
fortalecerse y asi protegerse del ataque de diversas plagas. Algunas de estas plantas han sido

estudiadas cientificamente, mientras que otras siguen siendo legendarias (Celis, Alvaro et al. 2008; pp.
100-101).

La mayoria de las especies de plantas utilizadas en la proteccion de plantas presentan un efecto
insecticida mas que insecticida, es decir, inhiben el desarrollo normal de los insectos. Pueden
hacerlo de varias formas: Reguladores del crecimiento. Un efecto que se manifiesta de diferentes
formas. Por un lado, existen moléculas que inhiben la metamorfosis, evitando que se produzca en
el momento adecuado. Otros compuestos hacen que el insecto sufra una metamorfosis temprana
y, por lo tanto, se desarrolle en un momento desfavorable. También se ha observado que
determinadas moléculas pueden alterar la funcién de las hormonas que regulan estos mecanismos,
de forma que aparecen insectos deformes, estériles 0 muertos. inhibidores nutricionales. Este es

el modo de accién més estudiado de los compuestos vegetales como insecticidas (Celis, Alvaro et al.
2008; pp. 100-101).

Un inhibidor de la alimentacidn es un compuesto que, después de un breve ensayo, hace que el
insecto deje de alimentarse y muera de hambre. Muchos de los compuestos que muestran esta
actividad pertenecen al grupo de los terpenos y se han aislado principalmente de plantas
medicinales nativas de Africa y la India, el uso de plantas como repelentes es muy antiguo, pero
se ha prestado poca atencién a su desarrollo. Esta préctica se realiza con compuestos olorosos o
irritantes como los chiles y el ajo. Un ejemplo se puede ver en las practicas que realizan los nativos
costarricenses que rocian con chiles los recipientes en los que almacenan el maiz y el frijol para
evitar que se infesten de plagas. Numerosos compuestos quimicos ocurren naturalmente y actdan
como insecticidas hasta cierto punto. Su efecto protector varia desde la repelencia, la inhibicién
de la alimentacién y la oviposicion, hasta la toxicidad aguda y la interferencia con el crecimiento

y desarrollo de los insectos (Celis, Alvaro et al. 2008; pp. 100-101).

Los insecticidas para plantas tienen la ventaja de ser compatibles con otros agentes aceptables de
control de insectos de bajo riesgo, como feromonas, aceites, jabones, hongos entomopatégenos,
depredadores y parasitoides, lo que aumenta considerablemente sus posibilidades de ser incluidos
en un programa de manejo integrado de plagas. Entre los compuestos aislados de plantas
utilizadas con fines insecticidas, se distingue la rotenona, extraida de Derris elliptica y
Lonchocarpus utilis, y es un flavonoide extraido, respectivamente, al 13% y al 5% de las raices
de estas plantas. Este compuesto es un insecticida y repelente de contacto y oral. Su mecanismo
de accion implica la inhibicion del transporte de electrones a nivel mitocondrial, blogueando asi
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la fosforilacion de ADP a ATP. Por ello, actda inhibiendo el metabolismo del insecto. Los
sintomas que presentan los insectos envenenados con rotenona incluyen disminucién del consumo
de oxigeno, depresion respiratoria y ataxia, que provocan convulsiones y finalmente provocan

paralisis y muerte del insecto debido a un paro respiratorio (Celis, Alvaro et al. 2008; pp. 100-101).

2.6.2 Bioproductos como alternativas sostenibles

Los bioproductos o bioinsumos son productos obtenidos a partir de organismos vivos 0 Sus
derivados tales como hongos, bacterias, material vegetal, enzimas u otros, que mediante el uso de
herramientas biotecnol6gicas permiten cubrir un amplio espectro de prestaciones durante mucho
tiempo delegadas en la agricultura particularmente a productos obtenidos artificialmente mediante
sintesis quimica. Lo que se pretende con los primeros es que los mismos efectos de los segundos
se produzcan de manera “natural”, propendiendo a una relacion mas intimamente relacionada con
los principios de la vida misma. ElI normal desempefio de la naturaleza supone un estado de

equilibrio entre sus principales componentes (Mamani, A. y Filippone, M.P, 2018: pp. 9-21).

En lo que conocemos como bidsfera esa porcién del planeta en la que ocurren los fenémenos de
la vida, es fundamental que los procesos bioquimicos y fisicos, propios de los organismos que lo
habitan dispongan de los nutrientes que necesitan y sean capaces de transformar y reutilizar todo
lo que ellos mismos u otros producen. Es lo que expresa el concepto de “biodegradabilidad”. Asi
como los gases pesados de origen fésil terminan intoxicando la atmosfera, muchas de las
moléculas que los productos de sintesis quimica agregan a las plantas, al suelo o al agua terminan
obstaculizando o impidiendo su natural procesamiento y conduciendo en definitiva a las muchas
variantes—mas o0 menos graves de lo que llamamos contaminacion (Mamani, A. y Filippone, M.P, 2018:
pp. 9-21).

La adopcion y uso eficaz de bioproductos va imponiéndose actualmente como una de las
tecnologias clave para asegurar la sustentabilidad y la productividad de la agricultura. La
sustentabilidad en primer lugar, porque su préctica a lo largo de 10.000 afios ha ido erosionando
los recursos naturales esenciales para los procesos bioldgicos que la hacen posible; y la

productividad por la persistente necesidad de alimentar a una masa humana que sigue creciendo
(Mamani, A. y Filippone, M.P, 2018: pp. 9-21).

Esto ha llevado al estudio de los maltiples mecanismos utilizados por agentes de control bioldgico
(ACB) para controlar el crecimiento, desarrollo e infeccion por organismos fitopatdgenos de
varios cultivos econdmicamente importantes, entre estos mecanismos: a) mecanismos de contacto

como el hiperparasitismo y la depredacién; b) produccién de compuestos de bajo peso molecular
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con efecto directo sobre el crecimiento del patdgeno antibidticos (fenazinas, 2,4-
diacetilfloroglucinol, lipopéptidos ciclicos), enzimas liticas (quitinasas, glucanasas, proteasas),
productos de desecho no regulados (amoniaco, didxido de carbono , cianuro de hidroxido) y c)
mecanismos indirectos impulsados por la competencia por espacio y nutrientes (consumo de
filtrado- exudados, produccion de sider6foros, induccion de una respuesta sistémica de las plantas
a través de la produccion de fitohormonas y patrones moleculares). Estos mecanismos de accién
se han observado en cepas microbianas utilizadas como ACB, entre las cuales el género Bacillus
es ampliamente estudiado por su alta abundancia y diversidad en los agrosistemas (suelo, agua y
plantas), mientras que su poblacién es mucho mayor en comparacion con otros géneros de
microbios, y también por sus diferentes capacidades metabdlicas, destacando su capacidad para

producir antibiéticos y otros metabolitos antimicrobianos y antifngicos (Villarreal-Delgado, Maria
Fernanda et al., 2018; pp. 98-101).

Por ejemplo, diversos estudios moleculares han revelado que un porcentaje significativo del
genoma de cepas del género Bacillus esta asociado a la produccion de metabolitos secundarios
asociados al control de fitopatogenos, es decir 8,5 y 4% del genoma de las cepas FZB42 de B.

amyloliguefaciens y B. subtilis 168, respectivamente (Villarreal-Delgado, Maria Fernanda et al., 2018; pp.
98-101).

Se ha demostrado que una amplia variedad de especies del género Bacillus tienen actividad
antagonica contra diversos microorganismos fitopatégenos de cultivos agricolas, como maiz,
arroz, frutales y otros. El estudio de esta capacidad de Bacillus comenz6 con el descubrimiento
de la actividad insecticida de las proteinas Cry producidas por B. thuringiensis; Actualmente,
diversas especies del geénero Bacillus (B. subtilis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens y B.
licheniformis) son ampliamente estudiadas para reducir la incidencia de enfermedades de
importancia agricola. Entre las principales formas en que estas cepas previenen la aparicion y
desarrollo de organismos fitopatdgenos se encuentran varios mecanismos que incluyen: A)
liberacién de antibioticos, B) sideréforos, C) enzimas liticas, D) toxinas y E) induccion de

resistencia sistémica de las plantas. (NI1) (Villarreal-Delgado, Maria Fernanda et al., 2018; pp. 98-101).

Las especies de Trichoderma predominan en los ecosistemas terrestres (bosques o suelos
agricolas), tienen bajos requerimientos de nutrientes, pero tienen un rango de temperatura
relativamente amplio para su crecimiento (25-30°C). Ademas, son altamente adaptables a las
condiciones ecoldgicas, crecen saprofitamente, interactian con plantas y animales y se
desarrollan en una variedad de sustratos, lo que facilita su produccién masiva en la agricultura.

Por lo tanto, estudiar la diversidad de especies de Trichoderma en diferentes habitats naturales
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puede ampliar nuestro conocimiento sobre sus contribuciones biotecnoldgicas y su importancia

ecoldgica y agricola (Hernandez-Melchor et al., 2019; pp. 100-101).

Varias especies de este género pueden estar asociadas o endégenamente asociadas con la rizosfera
de las plantas y, por lo tanto, pueden promover el crecimiento y desarrollo de las plantas a través
de la produccién de auxinas y giberelinas. También produce acidos organicos (acido glucénico,
acido fumarico, &cido citrico) para bajar el pH del suelo y facilitar la solubilizacién de fosfatos,
magnesio, hierro y manganeso, que son esenciales para el metabolismo de las plantas. Ademas,
este género fungico es importante para las plantas ya que contribuye al control de hongos
fitopatdgenos. porque tienen propiedades micoparasitarias y antibidticas. Este hongo toma
nutrientes de hongos parasitos y materia organica y ayuda a descomponerlos. Afiadir materia

organica y compost favorecera su crecimiento (Hernandez-Melchor et al., 2019; pp. 100-101).

Las propiedades antagdnicas de Trichoderma contra hongos patdgenos se basan en la activacion
de multiples mecanismos, incluida la competencia por nutrientes y espacio, micoparasitismo,
antibiodticos, promocion del crecimiento de las plantas e induccidn de respuestas de defensa de las
plantas. Durante el micoparasitismo, Trichoderma secreta una enzima que hidroliza la pared
celular del hongo parasitador. Las méas conocidas son las proteasas, quitinasas y glucanasas, que
provocan la contraccion de la membrana plasmatica y el desmontaje del citoplasma. También
inhiben la germinacion de esporas y la elongacion del tubo germinativo. Se han estudiado los
efectos de varias especies de Trichoderma en el control bioldgico de enfermedades en cultivos
agrondémicamente importantes como tomates (Solanum lycopersicum), arroz (Oryza sativa), maiz

(Zea mays) y trigo (Triticum sp.) (Hernandez-Melchor et al., 2019; pp. 100-101).

2.7 Identificacion molecular

En los Gltimos afios se han desarrollado nuevas técnicas de tipificacion molecular basadas en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que han supuesto importantes avances en el estudio
de las enfermedades infecciosas. La técnica estandar de oro para la identificacion de bacterias o
hongos es la secuenciacion de regiones de ADN con suficiente variabilidad para discriminar una
especie de otra. Entre los segmentos mas comunmente amplificados y posteriormente
secuenciados se encuentran los genes ribosémicos (16S en el caso de procariotas y 18S en el caso
de eucariotas), los espacios entre el acervo genico ribosémico (espacios intergénicos IGS) y los

espacios transcritos internos (ITS) del conjunto de genes ribosdémicos (Palomino, C. et al. 2014: pp.
535-546).
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Cuando los microorganismos a estudiar estan muy relacionados, se realizan estudios filogenéticos
basados, ademas de las técnicas anteriores, en otras técnicas moleculares, como las basadas en la

amplificacion de varios genes (Multilocus) o en fragmentos repetidos no codificantes (REP-PCR)
(Palomino, C. et. al. 2014: pp. 535-546).

2.8 Maétodos de caracterizacion e identificacion de microorganismos fingicos

2.8.1 Meétodos de caracterizacion

2.8.1.1 Microscopia de luz

La evaluacion de la estructura fangica para la caracterizacién morfolégica se realiza mediante
microscopia Optica fotografiada a aumentos de 20x, 40x, 60x (inmersién en aceite) y 100x
(inmersién en aceite) y se comprueba el material utilizado para la tincién y montaje, donde la
forma y se determina el tamafio de las conidias (Arias, 2008: p.66: citados en Sanmiguel Chimbo, Josue
David, 2021: p. 28).

2.8.1.2 Caracterizacion macroscépica

Se establecio que las caracteristicas morfologicas (macroscdpicas) de los hongos, luego de la
incubacion y crecimiento visual, toman en cuenta la apariencia de colonias que crecen en
diferentes medios de cultivo (Agar Papa Dextrosa, Agar Nutriente, Agar Harina de Maiz, etc.) y
caracteristicas de rendimiento, se determinaron: forma, elevacion, bordes, formacion de
pigmentos, textura, etc.) (llustracion 2-1) (Estrada y Ramirez (2019: p.93: citados en Sanmiguel Chimbo,

Josue David, 2021: p. 28).

16



m e o W B W <

Puntiforme Circular  Filamentosa Irregular  Rizoide Fusiforme

E|evacién a— = = ‘ ‘ A

Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbonada

VAt ey Y-

Entero Ondulado Lobulado Erosionado Filamentoso Rizado

llustracion 1-2. Morfologia y crecimiento de colonias.

Fuente: Madigan, 2009, p. 321.

2.8.1.3 Caracterizacion microscopica

Estrada y Ramirez (2019: pp.95-96), indicar que las caracteristicas morfolégicas (microscopicas)
de los hongos, seguidas de incubacién, se deben hacer placas de crecimiento de hongos para
observaciones microscopicas para determinar las caracteristicas observadas; ademas, afirman que
las placas estan hechas de dos maneras que son:

1) Placa hecha con un punzén:

En condiciones estériles, se coloca una gota de lactoglicerol en un portaobjetos, se toma una
pequefia cantidad de lactoglicerol en una pequefia porcion del hongo en crecimiento de la placa
de Petri con un estilete y se dispersa ligeramente con él, con ayuda de otro estilete tapar con un
cubreobjetos y determinar las caracteristicas morfoldgicas con ayuda de las caracteristicas
morfol6gicas se determinan al microscopio, primero con un objetivo de menor aumento y luego

con un objetivo de mayor aumento y luego con un objetivo de mayor aumento.

2) Placa realizada con cinta adhesiva:

En condiciones estériles, se quita un trozo de cinta transparente con el pulgar y el dedo anular (la
parte adhesiva de la cinta). y los dedos anular (el lado adhesivo de la cinta frente al cultivo fangico
del que se toma la muestra), acercar la cinta al cultivo por el lado adhesivo y ejercer un poco de
presién sobre el cultivo con el dedo indice, retirarlo y con ayuda de la otra mano extienda la cinta,

péguela bien en un portaobjetos que contenga una gota de lactoglicerol, déjela reposar un minuto
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(mientras se tifien las estructuras) y luego obsérvela al microscopio, primero con el menor

aumento objetivo y luego con objetivos de mayor aumento.

3) Placa hecha con cinta adhesiva colocada directamente sobre el tejido vegetal con letreros:
De la muestra de la planta, donde se visualiza el hongo, proceder a retirar la muestra con cinta
adhesiva y luego colocarla bien templada sobre un portaobjetos que contenga una gota de azul de

lactofenol.

2.8.1.4 Caracterizacion microscopica por microcultivos

Giraldo y Villa (2016: p.28) Para cada aislamiento fUngico se realiza un microcultivo para

registrar las caracteristicas microscépicas, utilizando la siguiente metodologia:

1) Se colocan 2 palos de madera paralelos estériles en una placa de Petri estéril como soporte para
1 portaobjetos estéril. Luego, se corta una porcién de medio de cultivo de 1x1 cm con un bisturi

estéril y se coloca en el portaobjetos.

2) Luego, se retira un pequefio fragmento del hongo con un asa estéril y se inoculan cuatro puntos
en la pieza de agar de 1x1 cm. Se coloca un portaobjetos estéril sobre el agar inoculado y una

torunda de algodon humedecida con agua estéril.

3) El microcultivo se incuba durante 3 dias a temperatura ambiente. EI montaje se realiza en
cabina de flujo laminar, donde los portaobjetos de cada microcultivo se colocan individualmente

sobre un portaobjetos con una gota de azul de lactofenol y se colocan al microscopio.

4) Se registran datos como ausencia o presencia de septos, pigmentos, peroné, somatogamia,
ausencia o presencia de pialidos, clamidosporas, ascas, basidios, esporangios, rizoides,
conidioforos y conidios de acuerdo a Barnett y Hunter (1972).

2.8.2 Métodos Moleculares

Maés recientemente, estd cobrando importancia el uso de métodos basados en la biologia

molecular, donde se pueden utilizar procedimientos y reactivos para detectar ciertas secuencias

de ADN que son especificas de un determinado agente microbiano.
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El método que esta siendo ampliamente utilizado en los laboratorios de diagnéstico es la PCR
(Reaccién en Cadena de la Polimerasa), que generalmente se aplica para la identificacion de
microorganismos que no pueden ser cultivados por métodos convencionales. A través de este
método, la cantidad de ADN se puede aumentar a niveles detectables por electroforesis o sondas
de ADN (BOU, German, et al., 2011: p. 60).

2.9 Reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR se utiliza para sintetizar y amplificar, in vitro, secuencias de nucle6tidos especificas de
las que solo hay un niUmero muy pequefio de copias en una muestra bioldgica determinada. Fue
descrito y nombrado por Mullis et al. en 1987 (aunque el principio general ya habia sido
establecido por Khorana et al.) Desde entonces, la técnica ha mejorado considerablemente y ha
encontrado muchas aplicaciones nuevas. En 1990, en particular, Haase et al. desarroll6 la
hibridacion in situ, que combinaba las ventajas y desventajas de la hibridacion in situ y la PCR,

utilizando una suspension celular, para estudiar el ADN lentiviral (Gerard Morel, y Mireille Raccurt,
2002: p.4).

La PCR es una reaccion enzimatica en cadena gque amplifica una secuencia de ADN especifica a
partir de una plantilla de ADN determinada. Ademéas del ADN molde, se requieren dos
oligonucleétidos o cebadores de aproximadamente 20 nucle6tidos de longitud, cuyas secuencias
deben complementar al ADN molde. La amplificacion se lleva a cabo en presencia de dNTPs
como sustrato y la reaccion es catalizada por la polimerasa Tag. La secuencia entre las dos
regiones complementarias de los cebadores se sintetiza mediante ciclos repetidos que involucran
un rango de temperatura, donde el ADN se desnaturaliza, los cebadores se alinean y se produce

la polimerizacion de la secuencia especifica o amplicdn (Gerard Morel, & Mireille Raccurt, 2002: p.4).

La secuencia sintetizada ahora esta disponible como plantilla de ADN. Teéricamente, por cada
ciclo que ocurre, la concentracion de ADN amplificado se duplica y luego de 30 ciclos, el
rendimiento de amplificacion para una secuencia especifica es de 1x109 copias. La PCR logra
estos resultados debido a que la reaccidn en cadena requiere una alineacion especifica de los dos
cebadores con la secuencia complementaria. Una alineacion no especifica de los cebadores con
el ADN molde no provocard un crecimiento exponencial de la secuencia especifica, sino una

amplificacion lineal (Gerard Morel, & Mireille Raccurt, 2002: p.4).

La PCR tiene tres fases: exponencial, lineal y meseta. La fase exponencial se da en la PCR, en la
que el producto aumenta exponencialmente siempre que los reactivos no sean limitantes. La fase

lineal se caracteriza por un aumento lineal en el producto a medida que los reactivos de PCR se
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vuelven limitantes. La PCR eventualmente alcanzara una fase de meseta durante los Gltimos ciclos

y la cantidad de producto no cambia incluso si se usan algunos reactivos (Gerard Morel, & Mireille
Raccurt, 2002: p.4).

La region del espaciador transcripcional interno (ITS) se ha utilizado ampliamente para dilucidar
las relaciones entre las tasas a niveles intergenéricos e intragenéricos, asi como a niveles
intraespecificos en angiospermas. En esta revision se examina el potencial de la regién ITS
nrDNA en las gimnospermas, con base en estudios recientes que muestran que, al igual que las
angiospermas, este marcador ofrece una resolucién adecuada para la inferencia filogenética.
También se discuten las ventajas y desventajas relativas de su uso en gimnospermas, dadas sus

peculiaridades estructurales (Quijada, G. et al., 1997; pp. 615-617).

La region ITS consta de la subunidad 1TS2, 5.8S e ITSI. Las copias de nrDNA en los genomas
de las plantas se distribuyen en uno o varios loci cromosémicos llamados Regiones Organizadoras
Nucleares (NOR). EI nimero de NOR determina, en cierta medida, la velocidad del proceso de
homogeneizacion. En las angiospermas hay entre uno y dos, mientras que el nimero de NOR en
algunas gimnospermas es de 10 a 12. Las familias de genes repetitivos sufren una rapida
homogeneizacion en su secuencia basica, proceso conocido como coevolucion, cuyo principal
mecanismo es el cruce y conversion génica desigual. Como resultado, la region ITS es
relativamente homogénea dentro del genoma, por lo que se puede decir que una Unica secuencia
caracteriza a un individuo de una determinada especie. La coevolucion y la recombinacion sexual
tienden a promover la uniformidad de STI dentro de los individuos y entre los individuos de las
poblaciones, por lo que teéricamente es suficiente muestrear varios individuos para establecer

relaciones filogenéticas entre diferentes especies (Quijada, G. et al., 1997; pp. 615-617).

La variacion en las secuencias de genes en familias multigénicas y su distribucion entre y dentro
de las poblaciones esta determinada por las tasas de mutacion y la influencia de las fuerzas
evolutivas (flujo de genes, seleccion natural, deriva genética y sistemas de apareamiento), que
actlan a nivel genético. Sin embargo, el proceso de coevolucion, mecanismos genéticos no
mendelianos, influye en la variabilidad de las familias multigénicas a nivel molecular. La tasa de
homogeneizacion de unidades repetitivas de nrDNA a través de la coevolucion depende del
namero de copias, el nimero de loci y cromosomas en los que se encuentran copias de estos
genes, la ubicacion de los loci en el cromosoma y la tasa de intercambio dentro y entre los
cromosomas. Se sabe poco sobre los factores que influyen en la evolucién de ITS en las
gimnospermas, pero la evidencia encontrada en los pinos sugiere que el nimero de copias y los
loci del nrDNA son mas altos que en las angiospermas, por lo que uno esperaria encontrar niveles

relativamente bajos de homogeneizacion. en gimnospermas (Quijada, G. et al., 1997; pp. 615-617).
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Laregion ITS se ha considerado un recurso muy Util para estudios filogenéticos en angiospermas.
Hay varias ventajas proporcionadas por el uso de estos marcadores moleculares. Como los ITS
estan muy representados en el genoma, pueden amplificarse con pequefias cantidades de ADN.
Las secuencias altamente conservadas en la mayoria de los genes nrDNA son extremadamente
utiles en el disefio de oligonucledtidos "universales" ("primarios"), que facilitan la amplificacion
de ITS mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). El espaciador interno transcrito
es la parte mas variada de la region ITS; como flanquean la subunidad 5.8S méas conservada, es

posible una clara alineacién de esta region (Quijada, G. et al., 1997; pp. 615-617).

Una limitacién de la utilidad de la ITS en la sistemética angiospermddica es que este locus tiene
un namero relativamente pequefio de nucledtidos. En las angiospermas, el ITS tiene una longitud
de 565 a 700 pares de bases (pb). Como la subunidad 5.8S (163-164 pb) muestra niveles muy
bajos de variacion de secuencia, solo los 400-535 pb de ITS1 e ITS2 son utiles para la

reconstruccion filogenética entre géneros y especies relacionados (Quijada, G. et al., 1997; pp. 615-617).

2.9.1.1 Laregion ITS como cédigo de barras de los hongos

Cada especie de hongo tiene una region ITS particular, y cuanto méas cercana sea la proximidad
entre dos hongos, mas similar serd la secuencia que compone esta region, especialmente en la
secuencia 5.8S y mas variable en ITS1 e ITS2 (Schoch et al., 2012; citado en Maldonado Bonilla, 2023; p.
7). Las secuencias de la regién ITS de dos especies del mismo género son mas similares entre si
gue las secuencias de dos especies de géneros diferentes, pero las secuencias de dos especies de
géneros diferentes de una familia son mas similares entre si que las secuencias de dos especies
que son de diferentes géneros, diferentes familias. La diferencia se vuelve mas pronunciada
cuanto menos relacionadas estan las especies, porque mas tiempo ha pasado desde el ancestro
comun hasta el surgimiento de la especie, es decir, su tiempo de divergencia. Esto se refleja en la
similitud entre las regiones ITS, lo que Ilevé a establecer las regiones ITS como el cédigo de

barras genético por excelencia de los hongos. Varian en tamafio de 500 a 800 nucle6tidos (DeSalle
& Goldstein, 2019; citado en Maldonado Bonilla, 2023; p. 7).

2.10 Marcadores moleculares como herramientas en la discriminacion de organismos

Los marcadores moleculares son herramientas extremadamente poderosas que complementan las
herramientas tradicionales al permitir nuevos enfoques para estudiar y comprender la naturaleza
desde diferentes angulos, basados en el analisis de las diferencias moleculares. Durante décadas,

las isoenzimas han sido los marcadores mas utilizados en ecologia. Sin embargo, ahora es posible
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obtener gran cantidad de informacidn para el analisis de patrones y procesos ecoldgicos a varias
escalas espaciales y temporales, como la diversidad genética, la paternidad, el comportamiento

animal, la adaptacion, etc (Cornejo. A, et al.,2014; pp 14-15).

Se han desarrollado diversas técnicas basadas en el ADN, especiacion e interaccion. La seleccion
de un marcador apropiado debe considerar la variedad de técnicas, métodos analiticos y otros
aspectos practicos, como el tiempo y el costo de la estandarizacion, se presentan ejemplos del uso
de marcadores en varios campos de investigacién como la conservacion de especies, filogenia,
genética, botanica, estudios de comunidades microbianas, genética de poblaciones, pero

especialmente en temas agricolas y médicos (Cornejo. A, et al.,2014; pp 14-15).
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Caracteristicas del lugar

3.1.1 Localizacion del laboratorio

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de Fitopatologia de la

Facultad de Recursos Naturales de Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
3.1.2 Ubicacidn geogréfica

Longitud: 78° 40’ 59> W

Latitud: 01° 38’ 51 S

Altitud: 2850 m. s. n. m

Fuente: Estacion meteorolégica ESPOCH, 2021

3.2 Materiales y equipos

3.2.1 Oficina

Computadora, impresora, regla, lapiz, borrador, cuaderno de apuntes, esferos, papeleria en

general, tijera, regla, internet, marcadores de doble punta.

3.2.2 Laboratorio

3.2.2.1 Material biolégico

Tabla 3-2: Coleccién de hongos filamentosos de aislados de frutos de chonta (Bactris gasipaes)

utilizadas en el estudio.

Género Colector Cddigo Provincia Cantén Comunidad Afio
Geotrichum Rodrigo HATUN-002 Pastaza Santa Jatun 2019
sp. Guangasi Clara Atahualpa
Rhizopus Rodrigo PUMA-001 Pastaza Santa Pueblo 2019
sp. Guangasi Clara Unido
Penicillium Rodrigpo SANCRISBL-  Pastaza Santa San 2019
sp. ~ Guangasi 001 » ~ Clara  Cristobal
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Fusarium Rodrigo HATUN-003 Pastaza Santa Jatun 2019

sp. Guangasi Clara Atahualpa
Ceratocystis  Rodrigo  SANCRISVT-  Pastaza Santa San 2019
sp. Guangasi 001 Clara Cristobal
Mucor sp. Rodrigo  SANCRISVT-  Pastaza Santa San 2019
Guangasi 006 Clara Cristobal

Realizado por: Panimbosa, J., 2023

3.2.2.2 Materiales

Cajas Petri de vidrio (90 mm @), botellas de vidrio tapa roscable (500 mL y 1000 mL), palillos,
sorbetes, puntas para micropipetas de 10, 100y 1000 pL, gradilla para puntas, papel film, jeringas
(10 mL), vasos de precipitacién (100 mL), probeta (500 mL), papel absorbente, guantes, cinta
masking, papel de aluminio, gafas, microtubos (1,5 mL y 200 uL), rack de microtubos, papel
aluminio, fundas pléasticas transparente, fundas zipper, cinta, tarrinas, morteros, pistilos, cucharas

plasticas, palillos, sorbetes, papel film, puntas para micropipetas (10 pL, 100 pL y 1000 pL).

3.2.2.3 Reactivos

Agua destilada estéril, alcohol al 70%, medio de cultivo Papa dextrosa agar al 3.9% (PDA
Difco™), Sabouraud Glucosado Agar al 6% (SGA NEOGEN), etanol, alcohol (70%), sulfato de
estreptomicina, chloramphenicol, agua ultrapura estéril, cloroformo alcohol isoamilico (24:1),
isopropanol frio, master Mix, 2X (Go Tag® Green), DNA Ladder Bench Top 100 pb
(PROMEGA), agua ultrapura estéril, Kit de extraccion de ADN (PROMEGA Wizard® Genomic
DNA), LE Agarosa (Cleaver Sctientific CSL-AG 100), 10X BlueJuiceTM Gel Loading Buffer
(Invitrogen). primers (EXXTEND), Nuclei Acid Staining Solution (UniSafe Dye) y Tris-Borate-
EDTA Buffer (SIGMA).

3.2.3  Principios activos utilizados

Tabla 1-3: Listado de ingredientes activos y nombres comerciales que fueron utilizados.

Nombre comercial Ingrediente activo Concentracion del

ingrediente activo

Bh.B Extracto de tomillo (Thymus vulgaris) 80 %
Timorex Gold Aceite de arbol de té (Melaleuca alternifélia) 223 g/L
Maestro SL Quitosan Oligosacarina 1,7%

24



ARMORY (Producto Bacillus subtillus 4,8 x 10°UFC /g

1) Bacillus amyloliquefacaens 4,1 x 10°UFC /g
Bacillus sp. 4,3x 10°UFC /g
Materia organica 70%
BIOHEALTH TH BS Trichoderma 9000000 UFC/g
WSG (Producto 2) Bacillus 18000000 UFC/g
Extractos himicos 58%
Potasio (K20) 5%
Extracto de algas 2,3%
Manitol 2,7%
Alginato 12%
Fungicida
TACORA Tebuconazol 430 g/L

Realizado por: Panimbosa, J., 2023

3.2.4 Equipos

Camara de flujo laminar (OASIS 48) , auto clave (BIOBASE BKQ-B100II), Destilador de
agua (BOECO WS 8000), Incubadora (J.P. SELECTA 2001249), Balanza de precisién
(RADWAG AS220.R2), Secador de vidrio (SELECTA 200038), Microondas (PANASONIC
900W), Camara fotografica (CANNON), Micropipeta (Eppendorf), Calibrador digital
(VERNIER), Balanza de precision (RADWAG AS220.R2), secador de vidrio (SELECTA
200038), refrigeradora (Durex), ultracongelador (BIOBASE BDF-40V450), microondas
(Panasonic 900w), incubadora, destilador de agua (BOECO WS 8000), cAmara de flujo laminar
vertical (BIOBASE BSC-1500IIA2-X), autoclave (BIOBASE BKQ-B100II), termo-bloque,
vortex (QILINBEIER QL-901), centrifuga (EPPENDORF 5424), bioespectrofotdmetro
(EPPENDORF Basic), termociclador (EPPENDORF Vapo.protect), cuba electroforesis (FISHER
SCIENTIFIC FB-SB-710), fuente de poder para electroforesis (FISHER SCIENTIFIC FB300) y
transiluminador UV (FISHER SCIENTIFIC 88A).

3.3 Metodologia para la determinar de efecto bioldgico
Se utilizaron dos metodologias: la primera basada la determinacidon del efecto bioldgico para los

hongos de: Ceratocystis, Mucor, Geotrichum, Fusarium y Rhizopus se utilizé la metodologia de

crecimiento micelial; la segunda basada la germinacion de esporas para el hongo Penicillium.
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3.3.1 Célculos para determinar las concentraciones de los productos bioldgicos a usar en las

pruebas de efecto biolégico

Para la obtencion de la solucién madre se realizd de acuerdo a la concentracion de los principios

activos de cada producto bioldgico, se muestran a continuacion los calculos:
Caélculo de extracto de tomillo (Thymus vulgaris) — 30%:

1% 10 000 ppm
30 % ? =300 000 ppm

Luego de conseguir la concentracion inicial se determind el volumen del producto biolégico de
tal manera se obtiene la solucidn stock en un volumen de 10 mL, se trabajé con la férmula

propuesta por Descroizilles (Bueno et al, 1824; citado en Dialnet, 2018, pp. 185-203):

Ci*Vi=Cf *Vf

Vi Cf = Vf
T TG

50 000 ppm *10 ml
300000 ppm

Vi = = 1,66 ml de producto biol6gico

Donde:

Ci = Concentracion inicial
Vi = Volumen inicial
Cf = Concentracion final

Vf =Volumen final

Inmediatamente ya conocida la cantidad de producto bioldgico para la solucion stock, se procede

a establecer la cantidad de solvente a utilizar, para lo cual:

VT=Vf+Vs

10 mL =1,66 mL + Vs

Vs=10mL - 1,66 mL

Vs = 8,34 mL de agua destilada estéril

Donde:
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VT = Volumen total
VT = Volumen del fungicida
Vs = Volumen del solvente

La solucion obtenida es la solucion stock; es decir, que su concentracion estad a 100 ppm y para

obtener dosis méas pequefias se realizo la dilucion de esta, es decir:

100 ppm = 9,67 mL de agua destilada estéril y 0,33 mL de la solucidn stock.
10 ppm =9 mL de agua destilada estéril y 1 mL de la solucién 100 ppm.
1ppm =9 mL de agua destilada estéril y 1 mL de la solucién 10 ppm.

0,1 ppm =9 mL de agua destilada estéril y 1 mL de la solucion 1 ppm.

0,01 ppm =9 mL de agua destilada estéril y 1 mL de la solucién 0,1 ppm.

0 ppm = control

3.3.2 Enmendado del medio de cultivo y ensayo del crecimiento micelial

Para proceder al enmendado del medio se basé en la metodologia de Salazar et al, (2012, p. 57),
se dispenso 49,5 mL de PDA y 49,5 mL de SGA en un vaso de precipitacion, luego se coloc6 con
la micropipeta 500 pL de la solucién de producto bioldgico de las dosis preparadas, donde se
realizd 3 repeticiones por cada dosis, excepto el control en el que solo se coloc6 medio sin

fungicida en cada caja.

3.3.3 Crecimiento micelial

Para el crecimiento micelial de los aislados de Fusarium sp., Rhizopus sp., Ceratocystis sp.,
Mucor sp., Geotrichum sp., y Penicillium sp., se obtuvieron discos de micelio de 5,13 mm de
didmetro con ayuda de sorbetes y se colocaron discos de micelio en las cajas con medio de cultivo
enmendado con cada dosis del producto bioldgico. Las mismas que fueron etiquetadas, selladas
con plastico film y llevadas a la incubadora en condiciones de obscuridad a temperatura 25+2 °C

hasta que el testigo llené la caja por completo.

Los datos de crecimiento del micelio de los hongos Fusarium sp., Rhizopus sp., Ceratocystis sp.,
Mucor sp., Geotrichum sp., y Penicillium sp., se midieron en milimetros (mm) cada 24 h, en los
ejes x (ecuatorial) e y (polar) con ayuda de un calibrador digital, y fueron registraron en una matriz

de Excel previamente preparada.
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3.3.4 Tasa de crecimiento micelial (TCM)

Para la determinacion de la TCM de Fusarium sp., Rhizopus sp., Ceratocystis sp., Mucor sp.,
Geotrichum sp., y Penicillium sp., frente a cada principio activo se tomaron los datos de la medida
final (mm) del crecimiento micelial dividido para el nimero de dias que tard6 el hongo en llenar

la caja Petri del tratamiento control (dosis 0).

Medida final
Numero de dias

TCM =

Fuente: Benitez et al., 2007.

3.3.5 Germinacion de esporas

Se realizo el cultivo de Penicillium en medio PDA incubado en condiciones de obscuridad a una
temperatura de 252 °C. En la cabina de flujo laminar se colocd 3 mL de agua destilada estéril
en las cajas con medio PDA esporuladas y se procedié a remover suavemente con una espatula
de Drigalsky para que se desprendan las esporas del medio de cultivo, obteniendo una suspensién

de esporas.

Conjuntamente se preparo tarinas plasticas donde se colocé papel toalla estéril. Ademas, en cada
placa porta objetos se dibujé un circulo con ayuda del lapiz de cera para vidrio y dentro de este
se coloco 10 pL de la suspension de esporas y 10 pL de la solucién del producto biolégico, luego
se coloco la placa en el interior de la tarina con el papel toalla humedecido y se etiquet6 segun la

repeticion, dosis y producto, posteriormente se llevo a la incubadora a 252 °C por 18 h.

Al finalizar el tiempo, se retiraron las cajas con las placas y en cada una de ellas se aplicé 10 pL
de lactoglicerol para detener la germinacion. Los datos de germinacion se obtuvieron de la
cuantificacion de 100 esporas germinadas. se considerd una espora germinada aquella que

presentd el tamafio de hifa germinativa fuera el doble del tamafio de la espora.

3.3.6  Estimacidn de la concentracion letal 50 (CLso)

De las mediciones del diametro de la colonia en los ensayos de crecimiento micelial de los hongos
y dosis, se realiz6 la determinacion de la Concentracién letal 50 mediante la libreria EC50
estimator del programa Rstudio.v.4.2.1. Para la estimacion de la concentracion letal 50 (CLs), de

las mediciones del diametro de la colonia en los ensayos de crecimiento micelial, se us6 para
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calcular el crecimiento o germinacion relativa al testigo por cada dosis de fungicida y por cada
aislamiento y calculd usando la regresion de los valores de la inhibicidn de crecimiento micelial

versus el log 10 de la concentracion de los productos (Bueno et al, 1824; citado en Dialnet, 2018, pp. 185-
203).

3.3.7 Rango de efecto biologico

Para la estimacién del rango de efecto bioldgico se utiliz6 la escala propuesta por Liu, J. et,al
(2020).

Tabla 3-4: Rango de efecto bioldgico a hongos asociados a pudricidn de frutos de chonta (Bactris

gasipaes).
Efecto biologico Rango
Muy sensible <10 pg/mi
Sensible 10-20 pg/ml
Moderadamente resistentes 20-100 pg/ml
Resistencia alta 100-500 pg/ml
Muy alta resistencia > 500 pg / ml

Fuente: Liu, J. et,al (2020)
Realizado por: Panimbosa, J., 2023

3.3.8 Clasificacion toxicolégica de los productos

Se uso la clasificacion de la toxicidad de los plaguicidas segun el valor de inhibicion sobre el
crecimiento de colonias propuesto en Vifiuela et al (1993, p.18) que indica que cuando el
porcentaje de inhibicidn de crecimiento es <30% se lo considerara como inofensivo, de 30 a 75%
es ligeramente toxico, de 75 a 90% moderadamente toxico y mayor a 90% es toxico. Ademas, se

utilizé gréaficos de barras para evidenciar los resultados.

Tabla 3-5: Clasificacion toxicoldgica de los productos

Clasificacién de la OMS segun Peligro Clasificacion del peligro  Color de la banda
la - Sumamente peligroso Muy Toxico _
Ib- Muy Peligroso Téxico

I1- Moderadamente Peligroso Nocivo

I11- Poco Peligroso Cuidado _
IV Productos que normalmente no ofrecen peligro

Fuente: Ulibarry, 2019, p.1
Realizado por: Panimbosa, J., 2023
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Metodologia

Identificacion molecular

Se utiliz6 el protocolo PROMEGA Wizard®
Genomic DNA, con las siguientes modificaciones:

1. Se adicioné solucién de lisis de nacleos
Eppendorf con el micelio

2.Pasado el tiempo requerido se retiran los tubos
Eppendorf del termo-bloque, se adicioné 200 uL de solucién

Eppendorf en el vortex por 3 s, a continuacion, se,
colocé en el termo-blogque a 65 °C 15 min, se
invirtieron los microtubos cada 5 min.

1 los tubos

de pi de pi luego se los tubos
Eppendorf al vortex por 20 s, a continuacion, se pasa a
centrifugar 14000 rpm por 10 min, lo que provocéd que el
precipitado de proteinas formara un pellet.

cubiertas con papel toalla estéril en posicién horizontal con la tapa abierta

|

Seguidamente se traslado 600 ulL del sobrenadante a u
nuevos tubos Eppendorf en el cual se agregaron 600 L de

Icohol-i: ico (24:1), n ite se llevaron
los tubos Eppendorf al vortex por 20 s y centrifugado por 10
min a 14000 rpm.

l

Finalmente se traspaso6 600 uL del sobrenadante de ADN,
hacia un nuevo tubos Eppendorf de 1,5 mL.

5. Seguido a este paso se descarté el etanol y para el secado
del pellet se colocaron los tubos Eppendorf sobre bandejas limpias

durante 12 h.

l

3.Se agreg: 1 600 pL de ol frio, se
mezclé la solucién invirtiendo los tubos Eppendorf
t e, una vez la accién se

1 los tubos Epp fenel
10 min para después ser centrifugado a 14000 rpm por,
10 min.

4.Luego se observé si hubo la formacién
del pellet en el fondo de los tubos Eppendorf,
posteriormente se descarté el sobrenadante de
manera muy cuidadosa para evitar que el pellet se
pierda, luego se realizaron dos lavados, cada uno
adicionando 600 uL de etanol 70 % frio y se los
centrifugo a 14000 rpm durante 5 min.

6. Por Gltimo, una vez transcurridas las 12 h se resuspendié el pellet
agregando 50 uL de TE y 2 uL de RNasa en cada tubo Eppendorf, después se los
colocé en el termo-bloque por 3 h a una temperatura de 37°C, pasado ese tiempo se

procedié a guardar los tubos

f en el ultracor hasta el de

su uso.

llustracion 1-3: Protocolo de extraccién de ADN

Fuente: PROMEGA (2020)
Realizado por: Panimbosa, J., 2023
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3411 PCR

Se utilizé la metodologia de ampliacion en cadena del ADN con los iniciadores ITS1 e ITS4

(Tabla 3-3), para la identificacion molecular de los aislados.

Tabla 3-6: Primers usados para PCR.

Cddigo Secuencia
ITS1 5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3

ITS 4 5-TCCTCCGCTTATTGATARGC-3"

Fuente: White, T. J. etal., 1990
Realizado por: Panimbosa, J., 2022.

Reactivos y cantidades usadas para la reaccién de PCR:

* 6,25 pL de Master Mix, 2X Go Tag® Green
e 1L (1 pmol) primer (ITS 1)

e 1L (1 pmol) primer (ITS 4)

e 2,25 L de agua ultrapura estéril

e 2uL (ng/puL) de ADN

Dando un volumen total de 12,5 pL.
Perfil térmico usado para la amplificacién por PCR

Desnaturalizacion inicial 96 °C durante 90 s, y 40 ciclos de las condiciones, 96 °C durante 35 s
(desnaturalizacidn), 52 °C durante 55 s (anelamiento), 72 °C durante 70 s (extension) y finalmente

se realiz6 una Gltima extension a 72 °C durante 10 min, en el termociclador (Aguilar et al., 2018: p.50).
3.4.1.2 Electroforesis

Se us6 un gel del 1% de agarosa al cual se le adicioné 5 pL de un agente intercalante (Nuclei Acid
Staining Solution UniSafe Dye), se utilizé la cuba electroforesis (FISHER SCIENTIFIC FB-SB-
710), seguido de Tris borato EDTA Buffer (TBE) a una concentracion del 10%.

Corrido de la electroforesis con un voltaje de 80 v durante 60 min. Terminada la electroforesis el
gel fue colocado sobre el transluminador UV (FISHER SCIENTIFIC 88A) y se procedié a

observar si se amplifico el ADN a través de la formacion de bandas.
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3.4.1.3 Secuenciacién y analisis de las muestras secuenciadas

Las muestras fueron secuenciadas solamente con el primer forward con la tecnologia SANGER
en laempresa MACROGEN KOREA. Una vez llegadas, con el programa Chromas Technelysium
version 2.6.6 se visualizd los electrofotogramas y se omitio la parte inicial y la parte final se
verifico la calidad las secuencias se exportan al formato FASTA y con los archivos FASTA
resultantes se hizo un alineamiento mediante el algoritmo BLAST del NCBI (Centro Nacional
para la Informacion Biotecnoldgica). Para definir la especie asociado se utiliz6 los siguientes
parametros: % de identidad, %, de cobertura, e-value y que la especie se repita en todas las
comparaciones, la secuencia que mayor % de identidad, cobertura y valor e-value mas proximo a

0 se escogio.
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CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1 Porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial

4.1.1 Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de hongos asociados a la pudricion de

frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth).
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(]
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Ceratocystis  Geotrichum

Mucor Rhizopus Penicillium Fusarium

llustracion 2-4: Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial con extracto de tomillo (Thymus

vulgaris)

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

Tabla 4-7: Porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial de hongos asociados a la pudricion

de frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth) enmendado con extracto de tomillo (Thymus

vulgaris).
% de inhibicion del crecimiento
Cepa
0,1 1 10 100 500
Ceratocystis 0 21,66 3,55 17,38 70,46
Geotrichum 20,56 22,97 0 51,16 64,38
Mucor 9,61 51 6,45 32,9 91,95
Rhizopus 9,61 5,07 10,51 56,56 61,4
Penicillium 22,11 15,75 12,54 19,69 19,6
Fusarium 9,61 5,07 4,02 15,2 42,92
Media 11,92 12,60 6,18 32,15 58,45

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.
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Segun la clasificacion de toxicidad propuesta por Vifuela et al (1993, p.18), los resultados se
clasificaron de la siguiente manera: en la ilustracion 4-4 y tabla 4-7, el género Ceratocystis
presentd en la dosis de 500 ppm una inhibicion del 70% ingresé en la categoria como ligeramente
toxico. Para el género Geotrichum se present6 en la dosis de 500 ppm una inhibicién del 64,38%
ingresé en la categoria como ligeramente tdxico, seguida de la dosis 100 ppm una inhibicion del
51,16% ingreso en la categoria como ligeramente téxico. Para el género Mucor se presentd en la
dosis 500 ppm una inhibicién del 91,95% ingresé en la categoria como téxico. Para el género
Rhizopus se presenté en la dosis 500 ppm una inhibicion del 61,4% ingresé en la categoria como
ligeramente toxico, seguida de la dosis 100 ppm con una inhibicion del 56,56% ingresé en la
categoria como ligeramente téxico. Para el género Penicillium se present6 en la dosis 0,1 ppm
una inhibicion del 22,11% que ingresé en la categoria como inofensivo siendo el mayor porcentaje
que inhibio el crecimiento micelial. Para el género Fusarium se present6 en la dosis 500 ppm una

inhibicién del 42,92% ingreso en la categoria como ligeramente tdxico.

Tabla 4-8: Test de Tukey al 5% del género Ceratocystis con diferentes dosis de extracto de

tomillo (Thymus vulgaris).

DOSIS INHIBICION RANGO DE SIGNIFICANCIA?!
500 70,446559 a
100 17,388515 b
1 15,872228 b
10 4,470181 bc
0,1 0 c

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

La prueba de Tukey al 5% para CLso del extracto de tomillo (Thymus vulgaris) vs Ceratocysctis

mostroé diferencias significativas con un P valor menor a 0,05 (Tabla 4-).

Tabla 4-9: Test de Tukey al 5% del género Geotrichum con diferentes dosis de extracto de tomillo

(Thymus vulgaris).

DOSIS INHIBICION RANGO DE SIGNIFICANCIA?!
500 64,4874442 a
100 51,1530837 ab
1 23,0398278 bc
0,1 20,4167807 bc
10 0,3864096 c

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.
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La prueba de Tukey al 5% para CL50 del Tomillo vs Geotrichum mostré diferencias significativas

con un P valor menor a 0,05 (Tabla 4-9).

Tabla 4-10: Test de Tukey al 5% del género Rhizopus con diferentes dosis de extracto de tomillo

(Thymus vulgaris).

DOSIS INHIBICION RANGO DE SIGNIFICANCIA!
500 61,347606 a
100 56,497307 a
10 10,385511 b
0,1 9,48633 b
1 4,971453 b

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

La prueba de Tukey al 5% para CL50 del Tomillo vs Rhizopus mostr6 diferencias significativas

con un P valor menor a 0,05 (Tabla 4-10).

Tabla 4-11: Test de Tukey al 5% del género Fusarium con diferentes dosis de extracto de tomillo

(Thymus vulgaris).

DOSIS INHIBICION RANGO DE SIGNIFICANCIA!
500 42,820291 a
100 15,093645 b
0,1 9,48633 b
1 6,101215 b
10 4,799701 b

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

La prueba de Tukey al 5% para CL50 del Tomillo vs Fusarium mostrd diferencias significativas

con un P valor menor a 0.05 (Tabla 4-11).
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llustracion 4-5: Porcentaje de inhibicidn de crecimiento micelial con producto 2

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.
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Tabla 4-12: Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de hongos asociados a la pudricion

de frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth) enmendado con producto 2.

% de inhibicién del crecimiento

Cepa
0,1 1 10 100 500
Ceratocystis 16,68 16,37 4,25 0,52 1,53
Geotrichum 21,71 24,09 3,73 2,24 0,84
Mucor 13,82 9,52 10,8 36,02 92,33
Rhizopus 9,57 5,04 6,43 6,43 4,78
Fusarium 8,79 28,54 18,41 19,82 14,98
Media 14,11 16,71 8,72 13,01 22,89

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

En la ilustracion 4-5 y tabla 4-12, el género Ceratocystis presentd en la dosis de 0,1 ppm una

inhibicion del 16,68% ingres6 en la categoria como inofensivo, siendo la dosis con mayor

porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial. Para el género Geotrichum se presento en la

dosis de 1 ppm una inhibicion 24,09% ingresé en la categoria como inofensivo siendo la dosis

con mayor porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial. Para el género Mucor se present6 en

la dosis 500 ppm una inhibicién del 92,33% ingresd en la categoria como toxico, seguida de la

dosis 100 ppm con una inhibicion del 36,02% ingres6 en la categoria como ligeramente toxico.

Para el género Rhizopus no superd el 10% de inhibicidn del crecimiento micelial que ingresé en

la categoria en la categoria como inofensivo. Para el género Fusarium se presentd en la dosis 1

ppm una inhibicién del 28,54% ingreso en la categoria en la categoria como inofensivo.
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Tabla 4-13: Test de Tukey al 5% del género Ceratocysctis con diferentes dosis de producto 2.

DOSIS INHIBICION RANGO DE SIGNIFICANCIA?
0,1 16,701242 a
1 16,468474 ab
10 4,242403 ab
500 2,861073 ab
100 1,084264 b

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

La prueba de Tukey al 5% para CL50 del producto 2 vs Ceratocysctis mostré diferencias

significativas con un P valor menor a 0,05 (Tabla 4-13).
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lustracion 4-6: Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial con quitosan oligosacarina

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

Tabla 4-14: Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de hongos asociados a la pudricion

de frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth) enmendado con quitosan oligosacarina.

% de inhibicion del crecimiento
Cepa
0,01 0,1 1 10 100
Ceratocystis 0 15,78 3,55 3,87 2,02
Geotrichum 21,71 24,09 3,73 2,24 0,84
Mucor 20,53 22.98 1,35 0 0
Rhizopus 9,62 5,15 6,46 6,46 4,9
Fusarium 22,07 15,74 12,49 12,49 7,26
Media 14,79 15,19 5,52 5,01 3,00

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.
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En la ilustracion 4-6 y tabla 4-14, el género Ceratocystis presentd en la dosis de 0,1 ppm una

inhibicion del 15,78% ingreso en la categoria como inofensivo, siendo el mayor porcentaje que

inhibio el crecimiento micelial. Para el género Geotrichum se presentd en la dosis de 0,1 ppm una

inhibicion 24,09% ingresé en la categoria como inofensivo. Para el género Mucor se present6 en

la dosis 0,01 ppm una inhibicion del 20,53% ingresé en la categoria como inofensivo. Para el

género Rhizopus no superd el 10% de inhibicion del crecimiento micelial que ingresé en la

categoria como inofensivo. Para el género Fusarium se presentd en la dosis 0,01 ppm una

inhibicion del 22,07% ingreso en la categoria como inofensivo.

Tabla 4-15: Test de Tukey al 5% del género Ceratocysctis con diferentes dosis de quitosan

oligosacarina.

DOSIS INHIBICION RANGO DE SIGNIFICANCIA!
0,1 15,872228 a
1 4,470181 ab
10 3,83575 ab
100 3,352186 ab
0,01 0,00000 b

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

La prueba de Tukey al 5% para CL50 del producto guitosan oligosacarina vs Ceratocysctis mostrd

diferencias significativas con un P valor menor a 0,05 (Tabla 4-15).
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llustracion 4-7: Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial con aceite de arbol de Té

(Melaleuca alternifolia)
Realizado por: Panimbosa, J., 2023.
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Tabla 4-16: Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de hongos asociados a la pudricion

de frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth) enmendado con aceite de arbol de Té (Melaleuca

alternifolia).
% de inhibicion del crecimiento
Cepa
0,1 1 10 100 500
Ceratocystis 21,67 24,09 3,75 49,47 45,24
Geotrichum 20,56 22,97 0 0 5,45
Mucor 9,61 51 6,45 6,45 4,84
Rhizopus 24,05 20,23 24,8 63,49 67,56
Fusarium 24,05 20,23 19,35 28,74 52,04
Media 19,99 18,52 10,87 29,63 35,03

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

En la ilustracidn 4-7 y tabla 4-16, el género Ceratocystis presentd en la dosis de 100 ppm con una

inhibicion del 49,47% ingreso en la categoria como ligeramente téxico, seguida de la dosis 500

ppm con una inhibicién del 45,24% ingres6 en la categoria como ligeramente toxico. Para el

género Geotrichum se presentd en la dosis de 1 ppm una inhibicidn 22,97% ingresé en la categoria

como inofensivo. Para el género Mucor no supero el 10% de inhibicion del crecimiento micelial

qué % ingres6 en la categoria como inofensivo. Para el género Rhizopus se present6 en la dosis

de 500 ppm con una inhibicién del 67,5% ingresd en la categoria como ligeramente toxico,

seguida de la dosis 100 ppm con una inhibicién del 63,49% ingres6 en la categoria como

ligeramente toxico. Para el género Fusarium se presentd en la dosis 500 ppm una inhibicién del

52,04% ingreso en la categoria como ligeramente toxico.

Tabla 4-17: Test de Tukey al 5% del género Ceratocystis con diferentes dosis de aceite de arbol

de Teé (Melaleuca alternifolia).

DOSIS INHIBICION
100 49,417947
500 45,229057
1 24,25475
0,1 21,538442
10 3,703833

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

RANGO DE SIGNIFICANCIA?!

ab
ab
ab
ab

b

La prueba de Tukey al 5% para CL50 del Te versus Ceratocystis mostr6 diferencias significativas

con un P valor menor a 0,05 (Tabla 4-17).
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llustracion 4-8: Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial con Bacillus
Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

Tabla 4-18: Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de hongos asociados a la pudricion

de frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth) enmendado con Bacillus.

% de inhibicién del crecimiento
Cepa
0,01 0,1 1 10 100
Ceratocystis 0 15,78 3,55 3,55 3,55
Geotrichum 21,71 24,09 3,73 2,24 0
Mucor 20,53 22,98 1,35 0,82 1,35
Rhizopus 9,62 5,15 6,46 6,46 48,79
Fusarium 21,66 15,29 12,03 12,03 51,84
Media 14,70 16,66 5,42 5,02 21,11

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

En la ilustracion 4-8 y tabla 4-18, el género Ceratocystis present6 en la dosis de 0,1 ppm con una
inhibicion del 15,78% ingreso en la categoria como inofensivo. Para el género Geotrichum se
presentd en la dosis de 0,1 ppm una inhibicion 24,09% ingreso en la categoria como inofensivo.
Para el género Mucor se presentd en la dosis de 0,1 ppm una inhibicion 22,98% ingreso6 en la
categoria como inofensivo. Para género Rhizopus se present6 en la dosis de 500 ppm con una
inhibicién del 48,79% ingreso en la categoria como ligeramente toxico. Para el género Fusarium
se presentd en la dosis 500 ppm una inhibicion del 51,84% ingresé en la categoria como

ligeramente toxico.
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Tabla 4-19: Test de Tukey al 5% del género Fusarium con diferentes dosis de Bacillus.

DOSIS INHIBICION RANGO DE SIGNIFICANCIA?!
0,1 15,863928 a
1 9,3766 a
10 5,563953 a
100 0,00000 a
500 0,00000 a

La prueba de Tukey al 5% para CL50 de Bacillus vs Fusarium mostr6 diferencias significativas

con un P valor menor a 0,05 (Tabla 4-19).
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llustracion 4-9: Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial con tebuconazol

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.
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Tabla 4-20: Porcentaje de inhibicidn de crecimiento micelial de hongos asociados a la pudricion

de frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth) enmendado con tebuconazol.

Cepa % de inhibicion del crecimiento
0,01 0,1 1 10 100

Ceratocystis 6,41 50,30 65,30 90,80 90,80
Geotrichum 37,42 42,35 41,11 70,6 90,88
Mucor 9,02 25,88 41,83 90,8 90,8
Rhizopus 57,82 85,94 90,16 85,05 90,71
Fusarium 58,38 86,76 86,76 86,76 86,76

33,81 58,25 65,03 84,80 89,99

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.
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En la ilustracién 4-9 y tabla 4-20, el género Ceratocystis presentd en la dosis de 0,01 ppm con
una inhibicion del 26,87% ingresé en la categoria como inofensivo. Para el género Geotrichum
se presento en la dosis de 100 ppm una inhibicion 90,88% ingreso en la categoria como tdxico.
Para el género de Mucor se presentd en las dosis de 10 y 100 ppm con una inhibicion 90,8%
ingreso en la categoria como toxico. Para género Rhizopus se presentd en la dosis de 100 ppm
con una inhibicion del 90,71% ingreso en la categoria como tdxico, seguida de la dosis 10 ppm
con una inhibicion del 85,05% ingreso en la categoria como moderadamente téxico, en la dosis 1
ppm con una inhibicién del 90,16% ingresd en la categoria como tdxico, a continuacion de la
dosis 0,1 ppm con una inhibicién del 85,94% ingreso en la categoria como moderadamente toxico
y por ultimo la dosis 0,01 con una inhibicion del 57,82% ingreso en la categoria como ligeramente
toxico. Para el género Fusarium se presentd en la dosis 100 ppm una inhibicion del 86.76%
ingresé en la categoria como moderadamente toxico, seguida de las dosis 0,1; 1 y 10 ppm con
una inhibicidon del 86,76% ingreso en la categoria como moderadamente toxico y en la dosis 0,01

ppm con una inhibicion del 58,38% ingresé en la categoria como ligeramente toxico.

Tabla 4-21: Test de Tukey al 5% del género Ceratocystis con diferentes dosis de tebuconazol.

DOSIS INHIBICION RANGO DE SIGNIFICANCIA!
10 90,799334 ab
100 90,799334 ab
1 65,717307 b
0,1 50,318897 c
0,01 6,34467 d

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

La prueba de Tukey al 5% para CL50 de Tebuconazol vs Ceratocystis mostré diferencias

significativas con un P valor menor a 0,05 (Tabla 4-21).

Tabla 4-22: Test de Tukey al 5% del género Geotrichum con diferentes dosis de tebuconazol.

DOSIS INHIBICION RANGO DE SIGNIFICANCIA!
100 | 90,86917 a
10 | 70,66333 a
0,1 | 42,31948 a
1 | 41,09054 a
0,01 | 37,3679 a

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

La prueba de Tukey al 5% para CL50 de Tebuconazol vs Geotrichum mostrd diferencias

significativas con un P valor menor a 0,05 (Tabla 4-22).

42



Tabla 4-23: Test de Tukey al 5% del género Mucor con diferentes dosis de tebuconazol.

DOSIS INHIBICION RANGO DE SIGNIFICANCIA?!
10 90,799788 a
100 90,799788 a
1 41,797813 b
0,1 25,834674 c
0,01 8,936871 d

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

La prueba de Tukey al 5% para CL50 de Tebuconazol vs Mucor mostro diferencias significativas

con un P valor menor a 0,05 (Tabla 4-23).

Tabla 4-24: Test de Tukey al 5% del género Rhizopus con diferentes dosis de tebuconazol.

DOSIS INHIBICION RANGO DE SIGNIFICANCIA®
100 90,70437 a
1 90,12193 a
0,1 85,91297 a
10 84,99912 a
0,01 57,65493 a

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

La prueba de Tukey al 5% para CL50 de Tebuconazol vs Rhizopus mostré diferencias

significativas con un P valor menor a 0,05 (Tabla 4-24).

Tabla 4-25: Test de Tukey al 5% del género Fusarium con diferentes dosis de tebuconazol.

DOSIS INHIBICION RANGO DE SIGNIFICANCIA!
0,1 86,7813 a
1 86,7813 a
10 86,7813 a
100 86,7813 a
0,01 58,38557 b

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

La prueba de Tukey al 5% para CL50 de Tebuconazol versus Fusarium mostr6 diferencias

significativas con un P valor menor a 0,05 (Tabla 4-25).

4.2  Concentracion letal (CLso)
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4.2.1 Concentracién letal 50 (CLso) de extracto de tomillo (Thymus vulgaris) para los hongos

asociados a pudricién de frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth).
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lHustracion 4-10: CLso de hongos asociados a pudricion de frutos de chonta (Bactris gasipaes
Kunth) de extracto de tomillo (Thymus vulgaris).

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

Las concentraciones letales 50 (CLso) del extracto de tomillo (Thymus vulgaris) para los géneros
Ceratocystis, Mucor, Geotrichum, Penicillium, Fusarium y Rhizopus alcanzaron rangos mayores

a 100 ppm (llustracion 4-10).

4.2.2 Concentracion letal 50 (CLso) de producto 2 para los hongos asociados a pudricién de

frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth).
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lustracion 4-11: CLso de hongos asociados a pudricion de frutos de chonta (Bactris gasipaes
Kunth) de producto 2.

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.
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Las concentraciones letales 50 (CLso) del producto 2 para los géneros Ceratocystis Geotrichum,
Fusarium y Rhizopus alcanzaron rangos mayores a 100 ppm, en el caso del género Mucor los

rangos estuvieron entre 1-10 ppm (llustracion 4-11).

4.2.3 Concentracién letal 50 (CLso) de quitosan para los hongos asociados a pudricién de

frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth).
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lHustracion 4-12: CLso de hongos asociados a pudricion de frutos de chonta (Bactris gasipaes
Kunth) de quitosan.

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

Las concentraciones letales 50 (CLso) del quitosan oligosacarina para los géneros Ceratocystis y
Geotrichum, los rangos estuvieron entre 10 -100 ppm, para los géneros Fusarium y Rhizopus
alcanzaron rangos mayores a 100 ppm y en el caso del género Mucor los rangos estuvieron entre
0,1-1 ppm (llustracion 4-12).

4.2.4 Concentracién letal 50 (CLso) de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) para los hongos

asociados a pudricién de frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth).
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lustracion 4-13: CLso de hongos asociados a pudricion de frutos de chonta (Bactris gasipaes

Kunth) de arbol de Té (Melaleuca alternifolia).
Realizado por: Panimbosa, J., 2023.
Las concentraciones letales 50 (CLso) de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) para los géneros

Geotrichum, Fusarium y Rhizopus los rangos estuvieron entre 0,1-1 ppm, en los géneros

Ceratocystis y Mucor alcanzaron rangos mayores a 100 ppm (Ilustracion 4-13).

4.2.5 Concentracién letal 50 (CLso) de Bacillus para los hongos asociados a pudricion de

frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth).
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llustracion 4-14: CLsy de hongos asociados a pudricién de frutos de chonta (Bactris gasipaes
Kunth) de Bacillus.

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.
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Las concentraciones letales 50 (CLso) de Bacillus para el género Ceratocystis alcanz6 rangos
mayores a 100 ppm, para los géneros Geotrichum, Fusarium y Rhizopus los rangos estuvieron

10-100 ppm. Para el género Mucor los rangos estuvieron entre 0,1-1 ppm (llustracién 4-14).

4.2.6 Concentracién letal 50 (CLso) de tebuconazol para los hongos asociados a pudricién de

frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth).
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lustracion 4-15: CLsy de hongos asociados a pudricién de frutos de chonta (Bactris gasipaes
Kunth) de tebuconazol.

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

Las concentraciones letales 50 (CLso) de tebuconazol para el género Mucor los rangos estuvieron
entre 1-10 ppm, para los géneros Ceratocystis y Geotrichum los rangos estuvieron entre 0,1-1
ppm y para los géneros Fusarium y Rhizopus alcanzaron rangos menores a 0,1 ppm (llustracion
4-15).

Tabla 4-26: Rango de efecto biol6gico de los géneros en diferentes productos.

Principio activo Género CLso (ppm) Efecto bioldgico
Ceratocystis 306,07 Resistencia alta
Geotrichum 135,46 Resistencia alta
Extracto de tomillo Mucor 156,68 Resistencia alta
(Thymus vulgaris) Rhizopus 132,19 Resistencia alta
Penicillium  172375716,87 Muy alta resistencia
Fusarium 404,82 Resistencia alta
Producto 2 Ceratocystis 327,98 Resistencia alta
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Geotrichum 321,90 Resistencia alta

Mucor 3,88 Muy sensible

Rhizopus 867414,87 Muy alta resistencia

Fusarium 1515,56 Muy alta resistencia

Ceratocystis 88,68 Moderadamente resistentes

. Geotrichum 52,70 Moderadamente resistentes

letosan . Mucor 0,36 Muy sensible
oligosacarina - ’ : -

Rhizopus 9859,52 Muy alta resistencia

Fusarium 731,05 Resistencia alta

Ceratocystis 126,74 Resistencia alta

arbol de Té Geotrichum 0,39 Muy sensible

(Melaleuca Mucor 1034524,91 Muy alta resistencia

alternifolia) Rhizopus 0,14 Muy sensible

Fusarium 0,25 Muy sensible

Ceratocystis 111,06 Resistencia alta

Geotrichum 52,70 Moderadamente resistentes

Bacillius Mucor 0,25 Muy sensible

Rhizopus 54,77 Moderadamente resistentes

Fusarium 16,47 Moderadamente resistentes

Ceratocystis 0,18 Muy sensible

Geotrichum 0,46 Muy sensible

Tebuconazol Mucor 1,10 Muy sensible

Rhizopus 0,003 Muy sensible

Fusarium 0,001 Muy sensible

Realizado por: Panimbosa, J., 2023

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que las CLsp obtenidas mediante la TCM
de los hongos asociados a pudricion de frutos de chonta (Bactris gasipaes), difieren con cada uno
de los principios activos y concentraciones utilizadas, los cuales al ser categorizados segun la
escala de sensibilidad propuesta por Liu, J. et,al (2020), resultaron de la siguiente manera: al
utilizar extracto de tomillo (Thymus vulgaris) el género (Penicillium) ingresé en la categoria de
“Muy alta resistencia” (> 500 pg/mL) y cinco géneros (Ceratocystis, Geotrichum, Mucor,
Rhizopus, Fusarium) ingresaron en la categoria de “Resistencia alta” (100-500 pg/mL); en el caso
del producto 2 dos géneros (Rhizopus, Fusarium) ingresaron en la categoria de “Muy alta
resistencia” (> 500 ug/mL); con respecto al quitosan oligosacarina, el género (Rhizopus) ingresé
en la categoria “Muy alta resistencia” (> 500 ug/mL), el género (Fusarium) ingresd en la categoria
de "Resistencia alta" (100-500 pg/mL), seguido de dos géneros (Ceratocystis, Geotrichum)
ingresaron en la categoria "Moderadamente resistentes” (20-100 pg/mL) y el género (Mucor)
ingresé en la categoria "Muy sensible™ (< 10pug/mL) ; en tanto que para el arbol de Té (Melaleuca
alternifolia) el género (Mucor) ingres6 en la categoria "Muy alta resistencia” (> 500 ug/mL), tres
géneros (Ceratocystis, Rhizopus,Fusarium) ingresaron en la categoria "Resistencia alta" (100-500

ug/mL) y el género (Geotrichum) ingreso en la categoria "Muy sensible™ (< 10ug/mL); por otro
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lado, con relacion a Bacillius el género (Ceratocystis) ingresé en la categoria de "Resistencia
alta" (100-500 pg/mL), tres géneros (Geotrichum, Rhizopus,Fusarium) ingresaron en la categoria
"Moderadamente resistentes” (100-500 pg/mL) y finalmente, en el caso de tebuconazol los cinco
géneros (Ceratocystis, Geotrichum, Mucor, Rhizopus, Fusarium) ingresaron en la categoria “Muy
sensible” (< 10pg/mL) (Tabla 4-26).

4.3 Germinacion de esporas
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lHustracion 4-16: Porcentaje de germinacion de esporas de Penicillium en diferentes dosis de
producto 2.

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

Penicillium frente al producto 2, presenté 3 esporas germinadas en la dosis 0,01 ppm, con
inhibicion del 97% y en las dosis (0,1; 1; 10; 100 ppm) la inhibicién fue del 100% (llustracién 4-
16),
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lHustracion 4-17: Porcentaje de germinacion de esporas de Penicillium en diferentes dosis de
Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia)

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

Penicillium frente a Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) presentd 7 esporas germinadas
en la dosis de 0,01 ppm con una inhibicién del 93 % y en las dosis (0,1; 1; 10; 100 ppm) la
inhibicion fue del 100% (llustracion 4-17).

120
(%]
©
< 100
O
£
£
£ O 100
@ 80
3 o10
o
2 60 m1
Q
% mO,1
()]
-g 40 @0,01
] oo
(8]
5 20
a

0

100 10 1 0,1 0,01 0

llustracion 4-18: Porcentaje de germinacién de esporas de Penicillium en diferentes dosis de
quitosan oligisacarina.

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

de Penicillium frente a quitosan oligisacarina presentd 54 esporas germinadas en la dosis de 0,01
ppm con una inhibicién del 46% y en las dosis (0,1; 1; 10; 100 ppm) la inhibicion fue del 100%
(Nustracion 4-18).
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Tabla 4-27: Test de Tukey al 5% con diferentes dosis de quitosan oligosacarina.

Dosis Sin germinar Rango de significancia®
0,1 100 a
1 100 a
10 100 a
100 100 a
0,01 0 b

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

La prueba de Tukey al 5% para CL50 de producto Quitosan oligosacarina vs Ceratocysctis mostro

diferencias altamente significativas con un P valor menor a 0,05 (Tabla 4-27).
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llustracion 4-19: Porcentaje de germinacién de esporas de Penicillium en diferentes dosis de
Bacillus.

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

Penicillium frente a Bacillus presentaron esporas germinadas en la dosis 0,01 ppm present6 14
esporas con una inhibicion del 86%, en la dosis 0,1 ppm present6 43 esporas con una inhibicion
del 57%, en la dosis 1 ppm presentd 71 esporas con una inhibicién del 29%, dosis 10 ppm 25
esporas con una inhibicién del 75% y en la dosis 100 ppm present6 10 esporas con una inhibicion
del 90 % (llustracion 4-19).
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Tabla 4-28: Test de Tukey al 5% con diferentes dosis de Bacillus.

DOSIS SIN GERMINAR RANGO DE SIGNIFICANCIA?
100 90 a
0,01 85,6667 a
10 75,3333 ab
0,1 55,3333 abc
1 27 bc

Realizado por: Panimbosa, J., 2023

La prueba de Tukey al 5% para CL50 de producto Bacillus vs Penicillium mostré diferencias

altamente significativas con un P valor menor a 0,05 (Tabla 4-28).
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lustracion 4-20: Porcentaje de germinacion de esporas de Penicillium en diferentes dosis de
tebuconazol.

Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

Penicillium frente a tebuconazol present6 54 esporas germinadas en la dosis de 0,01 ppm con una
inhibicion del 46% y en las dosis (0,1; 1; 10; 100 ppm) la inhibicién fue del 100% (llustracién 4-
20).

Tabla 4-29: Test de Tukey al 5% con diferentes dosis de tebuconazol.

DOSIS SIN GERMINAR RANGO DE SIGNIFICANCIAL
0,1 \ 100 a
1 \ 100 a
10 \ 100 a
100 \ 100 a
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0,01 \ 0 b
Realizado por: Panimbosa, J., 2023.

La prueba de Tukey al 5% para CL50 de producto tebuconazol vs Ceratocysctis mostro

diferencias altamente significativas con un P valor menor a 0,05 (Tabla 4-29).
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4.4 ldentificacion molecular

Tabla 4-30: Identificacion molecular mediante andlisis BLASTn de las cepas del género Penicillium, Mucor, Ceratocystis y Geotrichum alineadas con especies
de la base de datos del NCBI

Cddigo Género Region Tamafiode  Especies identificadas Porcentaje  Porcentaje E-value Accesion Origen
identificado nucledtidos de identidad de geograéfico
morfolégicamente Cobertura
D Penicillium 818 Penicillum 99,79% 100 % 0 MK911693.1 Latvia
purpureogenum
A Mucor ITS 1F 261 Mucor nidicola 95,77 % 99 % 0 KX421453.1 Brasil
Ceys Ceratocystis 460 Ceratocystis paradoxa 100% 100 % 0 MGT706124.1 China
4 Geotrichum 261 Geotrichum candidus 100 % 100 % 0 MH725580.1 China

Realizado por: Panimbosa, J, 2023.
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De acuerdo con el gen amplificado ITS1 en la base de datos del NCBI se obtuvo que el género
Penicillium (D) correspondid a la especie Penicillum purpureogenum con un 99,79% de identidad
con la cepa de la accesion MK911693.1 que correspondi6 al uso potencial del hongo Penicillium
purpurogenum para remover iones de cadmio, plomo, mercurio y arsénico de soluciones acuosas.
La biosorcion de iones de metales pesados alcanz6 el equilibrio en 4 h. La unién de iones de
metales pesados por Penicillium purpurogenum dependia claramente del pH del pais de Latvia
(DI, Ridvan et al., 2003: p. 2039); el género Mucor (A) correspondio a la especie Mucor nidicola con
un 95,77% de identidad con la cepa de la accesion KX421453.1 que correspondié al hongo
mucoraleano, que fue aislado por primera vez de un nido de avispas en Massachusetts, EE.UU.,
y luego reportado en el estado de Parand, Brasil, como un hongo entomopatogeno recolectado de
insectos en cultivos de fresa. Este trabajo reporta la primera ocurrencia de M. nidicola del suelo
en el Nordeste brasilefio. Esta especie se distingue de otras por producir esporangioforos erectos,
no ramificados, y una vez ramificados, columelas globosas a subglobosas, y esporangiosporas
principalmente elipsoidales, pero con algunas irregulares y variables en tamafio y forma del pais
de Brasil (Lima, Diogo Xavier, et al., 2020: p. 165.); el género Ceratocystis (Ceys) corresponde a la
especie Ceratocystis paradoxa con un 100% de identidad con la cepa de la accesién MG706124.1
que correspondié al primer reporte de pudricion del ronco en Palma de Aceite causada por
Ceratocystis paradoxa se dio en Hainan, China, las areas del tronco afectadas presentaban una
decoloracién oscura y un liquido marrén rojizo o de color 6xido que sangraba por diferentes
puntos. Los tejidos del tallo debajo de las lesiones se pudrieron y se volvieron de color amarillo
parduzco a negro. Las plantas afectadas murieron dentro de los 3 a 4 meses posteriores a la
aparicion de los primeros sintomas en el tallo del pais de China (Tang, Qh, et al., 2014: p. 1282); el
género Geotrichum (4) corresponde a la especie Geotrichum candidus con un 100% de identidad
con la cepa de la accesion MH725580.1 que correspondio a la busqueda de las caracteristicas de
la distribucion espacial de la poblacidn fungica en leches de fermentacién microbiana para la cria
de cerdos, la cria de cerdos en el sistema de lecho de fermentacion microbiana es un nuevo método
de cria respetuoso con el medio ambiente. Los microorganismos son criticos para la
desodorizacion y descomposicion de los excrementos porcinos. Las con la base de Instalaciones
Modernas Agricolas de Fuging, de la Academia de Ciencias Agricolas de Fujian del pais de China
(Xiao etal., 2018: p. 6). El rango de porcentaje de cobertura fue de 99% a 100%, por lo tanto, se puede

decir que presentaron una cobertura satisfactoria.
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4.5 Discusién

Los resultados obtenidos en el presente estudio determinaron que los aislados evaluados
mostraron un comportamiento diferente a la gran parte de productos, tanto biolégicos como
quimico. En el caso del extracto de tomillo (Thymus vulgaris) se observ6 una actividad biol6gica
sobre Fusarium presentandose en la dosis 500 ppm una inhibicién del 42,92% del crecimiento
micelial, estos resultados realizados no concuerdan con otros estudios previamente realizados con
extracto de tomillo en donde se observd una mayor inhibicién del crecimiento de Fusarium spp.
in vitro con un porcentaje de inhibicion en el dia 7 del 74% (Liscano, 2007, p. 56). Para Rhizopus se
presentd en la dosis 500 ppm una inhibicién del 61,4%, seguida de la dosis 100 ppm con una
inhibicion del 56,56%, se obtuvo los mismos resultados que menciona Veldzquez-del Valle,
Miguel Gerardo et al. (2008), donde el extracto de tomillo (Thymus vulgaris) tuvo un efecto
fungicida sobre el crecimiento micelial del 70% y la germinacién de Rhizopus stolonifer en
condiciones in vitro siendo un agente causal de pudriciones postcosecha. Para la cepa de
Penicillium se presento en la dosis 0,1 ppm una inhibicion del 22,11%, siendo mayor porcentaje
que inhibi6 el crecimiento micelial, estos resultados realizados no concuerdan con otros estudios
previamente realizados donde se demostrd que el extracto de tomillo (Thymus vulgaris) result6
ser eficaz en el control del hongo Penicillium digitatum ya que existe una inhibicion de la
formacion de colonias muy evidente frente al testigo, el extracto de tomillo como fungicidas in
vitro indicd que, a los siete dias de la inoculacion, el 59% y el 100% de las cepas de Penicillium
digitatum, fueron controladas (Ramos-Garcia et al., 2010: p. 49). Para Mucor se presentd en la dosis
500 ppm una inhibicion del 91,95%, estos resultados realizados concuerdan con otros estudios
previamente realizados en otros estudios segun Klaric et al. (2007), el extracto de tomillo (Thymus
vulgaris L.), cuyo componente principal es el p-cimeno (36,5 %) y el timol (33,0 %), mostraron
alta actividad flngica contra Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Trichoderma, Mucor y
Rhizopus. Para Geotrichum se present6 en la dosis de 500 ppm una inhibicion 64,38%, seguida
de la dosis 100 ppm una inhibicion del 51,16%, donde se concuerda con otros estudios
previamente realizados donde el efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Geotrichum candidum,
donde menciona Foltinova, D. (2019: p. 2); que los aceites esenciales que tienen la actividad
antifungica mas fuerte incluyen los aceites de clavo, orégano, canela y tomillo, esta afirmacion
también se ha confirmado que el aceite esencial de tomillo mostr6é una actividad antiflngica del
100% independientemente del dia de cultivo. Para la cepa de Ceratocystis presenté en la dosis de
500 ppm una inhibicién del 70%, no se pudo realizar una comparacién debido a que no se han

realizado estudios con este hongo y producto.
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El principio activo del producto 2 (Trichoderma, Bacillus, Extractos himicos, Potasio (K20), se
observé una actividad bioldgica sobre Ceratocystis presentandosé en la dosis de 0,1 ppm una
inhibicion del 16,68%, siendo la dosis con mayor porcentaje de inhibicion de crecimiento
micelial. En otros estudios realizados no concuerdan con los resultados obtenidos, ya que las
propiedades antifungicas de las cepas de Trichoderma contra Ceratocystis paradoxa se
confirmaron cuando se usaron filtrados de cultivos de Trichoderma para controlar C. paradoxa,
el alto valor de porcentaje de inhibicién del peso del crecimiento micelial registrado al 80 % de
concentracion de metabolitos indica que un alto porcentaje de filtrado de cultivo hace que la
inhibicién sea mas eficaz, también informaron que C. paradoxa fue inhibida en altas
concentraciones de 100% y 70% de los metabolitos por T. polysporum y T. viride,
respectivamente. Segun los valores de porcentaje de inhibicién del peso del crecimiento micelial,
Trichoderma mostré el mejor efecto inhibitorio sobre el crecimiento de C. paradoxa. Se ha
informado que los filtrados de especies de Trichoderma exhiben actividades antifingicas (Eziashi
et al., 2007: citado en Rahman, M. et al., 2009: p. 284). Para la cepa de Fusarium presentd en la dosis 1
ppm una inhibicion del 28,54%, siendo la dosis con mayor porcentaje de inhibicion de
crecimiento micelial pero no sobrepasa el 50% inhibicion. Los resultados obtenidos no
concuerdan con otros estudios similar, donde menciona Belanche et al. (2016) que las algas,
aplicadas como extracto, reducian la actividad celulolitica del hongo F. oxysporum f. sp.
Vasinfectum, corroborando que los resultados obtenidos reducen el crecimiento del hongo
Fusarium. Penicillium tuvo actividad biologica en la dosis 0,01 ppm, con una inhibicion del 97%
y en las dosis (0,1; 1; 10; 100 ppm) la inhibicion fue del 100%, estudios realizado muestran que
esta cepa también mostr6 el mayor efecto protector in vivo contra Penicillium digitatum, resultado
esperado considerando el papel de estas enzimas en el control bioldgico, Trichoderma mostré los
valores mas altos de desempefio antagonista in vitro y actividades enziméticas (Ferreira et al., 2020:
pp. 716-717). Cabe mencionar que este estudio no es sensibilidad in vitro ya que no se pudo
encontrar informacidn sombre esté cepa y producto. Los potenciales antagénicos de Trichoderma
se probaron contra 13 patdgenos de la pudricion de la fruta en condiciones in vitro y revelaron los
resultados de que el porcentaje de inhibicién de los hongos de prueba resultd ser més del 50%
antagonista sobre el control. Para la cepa de Mucor present6 en la dosis 500 ppm una inhibicion
del 92,33%, seguida de la dosis 100 ppm con una inhibicion del 36,02%, seguido de la cepa de
Geotrichum present6 en la dosis de 1 ppm una inhibicion 24,09% siendo la dosis con mayor
porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial pero no sobrepasa el 50% inhibicion y para la
cepa de Rhizopus esta no superd el 10% de inhibicion, los resultados obtenidos, no se pudo
realizar una comparacién ya que no existen estudios in vitro con este producto, pero si estudios
de antagonismo donde inhibi6 el crecimiento micelial, en el caso de Fusarium oxysporum

(83,34%), Cladosporim cladosporioides (78%) y Mucor sp (78%) mostraron actividad
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antagonista significativa por Trichoderma seguido de otros. Pero se encontrd altamente inhibido
el crecimiento radial respecto al control, estos resultados son similares a los obtenidos en
sensibilidad in vitro. Entre los tres patdgenos de la pudricion de la fruta, solo Geotrichum
candidum mostr6 una mejor inhibicién por las especies de Trichoderma. La especie de
Trichoderma inhibi6 significativamente el crecimiento micelial de hongos fitopatdgenos (Rajkonda
et al., 2011; citado en Bhale, 2020: pp. 94-96). Los resultados indicaron que el tratamiento con la
formulacion de emulsién inversa de T. harzianum protegié la fruta de la infeccion por los
principales patdgenos postcosecha (Rhizopus stolonifer, Botrytis cinerea y Penicillium expansum)
de las frutas (uva, pera, manzana, fresa y kiwi) probado por hasta dos meses y redujo los diametros
de las lesiones por descomposicion hasta en un 86% Yy es un tratamiento prometedor para
prolongar la vida atil postcosecha de la fruta fresca (Batta, 2007; citado en Bhale, 2020: pp. 94-96), en
cambio Rhizopus no tuvo actividad bioldgica en estudios demuestran antagonismo controlaron al
hongo protegiendo al fruta de la produccion y para Geotrichum no hubo inhibicion ce crecimiento
micelial donde no se concuerdan con los estudios ya mencionados. Segin Wang et al. (2008)
verificaron, in vitro, que las florotaninas extraidas de extracto de algas (Ascophyllum nodosum)

redujeron la fermentacion ruminal, la degradacion celulolitica y proteica del forraje ensayado.

Asimismo, el principio activo quitosan oligosacarina, no present6 actividad biolégica en todas las
dosis en las que se trabajé (0,01, 0,1, 1, 10, 100 ppm) ya que sus tasas de crecimiento micelial
son considerablemente altas en todos los géneros Mucor, Ceratocystis, Geotrichum, Fusarium y
Rhizopus no superaron mas del 30 % de inhibicién, para la cepa de Penicillium present6 actividad
biolégica en las dosis (0,1; 1; 10; 100 ppm) la inhibicién fue del 100%. Estos resultados no
concuerdan con estudios realizados donde mencionan que la actividad antifingica del quitosan
en el crecimiento micelial y la esporulacion de los hongos Rhizopus stolonifer y Mucor spp.
variaron de acuerdo a la concentracion de quitosan aplicada, donde se obtuvieron una respuesta
diferente dependiendo del género. El crecimiento micelial de Rhizopus stolonifer se redujo en
comparacién con el testigo que invadié la caja a las 48 h de incubacién (86 mm). ElI menor
crecimiento micelial se presentd con la concentracion de 2.0 mg mL-1 (32.9 mm), se obtuvo un
porcentaje de inhibicion del 61.7%. En el caso de Mucor spp. no presentd inhibicion de
crecimiento, en otros estudios demuestran las diferencias en el crecimiento con relacion al
tratamiento testigo se observaron a partir de la aplicacién de 1.0 mg mL-1 de quitosan; el menor
crecimiento micelial se obtuvo con la concentracion de 2.0 mg mL-1 (23.2 mm) la cual presentd
un 52.1% de inhibicion. A mayores concentraciones de este polimero, el efecto de inhibicion es
mayor, coincidiendo con estudios reportados anteriormente (Bautista-Baios et al., 2004, 2005; EI Ghaouth
et al., 1992 b; citado en Hernandez-Lauzardo, et al.,2007: p. 4). La esporulaciéon de Rhizopus stolonifer y

Mucor spp. disminuy6 al incrementarse las concentraciones de quitosan, no concordando con los
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resultados obtenidos (Bautista-Cerén, 2004: citados en Hernandez-Lauzardo, et al.,2007: p. 4). Los resultados
con quitosan no concuerdan con estudios realizados donde demuestran que el quitosan disminuye
el crecimiento micelial, de Fusarium oxysporum, Fusarum sambucinum Yy Fusarium
graminearum en un 88.4, 89.0 y 89.8% respectivamente en condiciones in vitro, demostrando que
el quitosan es una alternativa a los fungicidas sintéticos para el control de la pudricion seca de los
tubérculos y el marchitamiento por Fusarium (Mejdoub-Trabelsi et al., 2020: p.20). Ademas, la
aplicacion de quitosan inhibid el crecimiento del micelio y la germinacién de esporas de Fusarium
oxysporum y la patogenicidad de Fusarium oxysporum se redujo después de tratarse con quitosano
(Ren, J. et al., 2021). Estos resultados no concuerdan con estudios realizados donde al aplicarse
quitosan en Geotrichum tuvieron resultados con un crecimiento micelial de 10,5% solo inhibio el
12,95%, seguido de la concentracién al 2,0% con el 42,12%. Sin embargo, las concentraciones
de 1,0 y 1,5% fueron las que presentaron mayor porcentaje de inhibicién con 63,19 y 62,49%,
respectivamente. Ademas, este estudié menciond que se aprecio el micelio con decoloracion y
pérdida de crecimiento radial respecto al control esto se debe a que al aumentar la concentracion
aumenta el efecto de inhibicion (Rodriguez-Guzman. et al. 2022: pp. 5-6). En el caso de Ceratocystis
tampoco inhibe el crecimiento micelial, estudio reportados por otros autores como Xing et al.,
(2018) quien realiz6 un estudio aplicando quitosan al 0.5% logrando inhibir el desarrollo del
crecimiento micelial de Ceratocystis fimbriata, donde también se observaron alteraciones en la
morfologia de las hifas de Ceratocystis fimbriata, El principal efecto atribuido al quitosan su
caracter catidnico, donde los grupos amino con carga positiva interactlan con las cargas negativas
de la pared celular fungica, provocando alteraciones en la permeabilidad de la pared celular
fangica. membrana plasmaética, afectando su funcionalidad, como el ingreso de macromoléculas
vitales para su desarrollo (Chavez-Magdalenoet al., 2018; Keet al., 2021; citados en Rodriguez-Guzman. et al.
2022: pp. 5-6). En el estado de Nayarit, México se ha reportado que la actividad del quitosan puede
depender de sus caracteristicas fisico-quimicas como peso molecular, grado de desacetilacion,
concentracion y fuente. Asimismo, algunos hongos tienen quitina en su pared celular, lo que los
hace menos susceptibles. Finalmente, se sabe que los hongos tienen una variedad de mecanismos
de evasion o defensa frente a condiciones que no son favorables para su desarrollo (Varlamov et al.,
2020). Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado en Penicillium digitatum, refieren al
estrés del hongo causado por el quitosan en altas dosis. Respuesta andloga obtuvieron Bautista-
Bafios et al. (2004) quienes no observaron produccion de esporas en los hongos Fusarium
oxysporum, Penicillium digitatum y Rhizopus stolonifer al tratarlos con quitosano a las

concentraciones de 2,5 y 3%.

Por otro lado, la actividad biol6gica del aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) sobre

Penicillium tuvo actividad biol6gica en la dosis de 0,01 ppm con una inhibicion del 93 %y en las
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dosis (0,1; 1; 10; 100 ppm) la inhibicion fue del 100%. Estudios realizados concuerdan con Silva
et al, (2015) donde menciona, que el producto Arbol de Té puro, presenta un control del 76,33%
sobre Penicillium spp, llegando a conservar la calidad de la fruta y por ende su peso, asi mismo,
nos indica que el producto tiene una alta accion antifngica en los patdgenos como Fusarium spp,
Verticillium theobromae, Colletotrichum musae, Gloeosporium musarum, y Ceratocystis
paradoxa (Vademécum,2016). Para Ceratocystis su inhibicion en el estudio realizado es del
49,47%, no concuerdan con los estudios mencionados. Para Rhizopus present6 en la dosis de 500
ppm con una inhibicién del 67,5%, seguida de la dosis 100 ppm con una inhibicién del 63,49%,
los resultados obtenidos concuerdan con otros estudios donde mostraron 58,7% y 56,75% de
inhibicion contra Rhizopus stolonifer respectivamente. Esto indica que el aceite de arbol de té
presenta potencial antifingico contra hongos fitopatdgenos, sirviendo como base para realizar
estudios de mayor orden (Arhold, S., et al. 2019: p. 6). Para Mucor no super6 el 10% de inhibicion
de crecimiento micelial, no se pudo realizar una comparacion debido a que no se han encontrado
estudios relacionados con este hongo y el producto biolégico utilizado. Para Geotrichum presentd
en la dosis de 1 ppm una inhibicion 22,97% siendo la dosis con mayor porcentaje de inhibicion
de crecimiento micelial, los estudios in vitro de Geotrichum con aceite de arbol de té son escasos
y Unicamente existen reportes de in vitro de extractos Acuosos de Especias contra Fusarium
oxysporum, Alternaria alternata, Geotrichum candidum, Trichoderma spp., Penicillum digitatum
y Aspergillus niger por lo que no se puede realizar comparaciones con el producto utilizado en
este estudio con varios autores, el presente estudio seria de los primeros en realizarse con dicho
producto bioldgico, sin embargo, los resultados con extracto acuso de orégano confirma tener
gran actividad bioldgica fungistatica y fungicida tanto para la especie de Fussarium oxysporum
como para Aspergillus niger, mostrando inhibicién total a 200 ppm, mientras que para A.
alternata, Geotrichum candidum, Trichoderma spp. y Penicillum digitatum a partir de 250 ppm
(Céceres Rueda de Ledn, Isaura et al., 2013: p. 110). Para la cepa de Fusarium present6 en la dosis 500
ppm una inhibicion del 52,04%, estos resultados no concuerdan con los resultados obtenidos en
otros estudios donde mostraron que todos los ingredientes activos mostraron inhibicién sobre el
crecimiento del aislado de Fusarium oxysporum, la que sin embargo presentd variaciones
dependientes del ingrediente activo y la dosis utilizada. Benomyl, Tiofanato metil y
Difenoconazole inhibieron en un 100% el crecimiento del hongo en cada una de las tres dosis
utilizadas, mientras que Pyraclostrobin y Aceite de arbol del té (Melaleuca alternifolia) fueron

los menos eficientes en el control del patdgeno inhibiendo menos del 10% (Osorio Céspedes et al.,
2014: p. 15).

Finalmente, Bacillus, resulto tener actividad biolégica frente a Fusarium presentandosé en la
dosis 500 ppm una inhibicién del 51,84%:; en la cepa de Penicillium tuvo actividad bioldgica en

las dosis (0,01 ppm con 86%; 0,1 ppm con 57%; 10 ppm con 75%; 100 ppm con 90%); Para la
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cepa de Ceratocystis present6 en la dosis de 0,1 ppm con una inhibicién del 15,78% siendo la
dosis con mayor porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial. Para la cepa de Geotrichum
presento en la dosis de 0,1 ppm una inhibicién 24,09% siendo la dosis con mayor porcentaje de
inhibicién de crecimiento micelial. Para la cepa de Mucor present6 en la dosis de 0,1 ppm una
inhibicién 22,98% siendo la dosis con mayor porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial.
En el caso de la cepa de Rhizopus presentd en la dosis de 500 ppm con una inhibicién del 48,79%.
Estos resultados concuerdan con los estudios realizados por Caldeira et al., (2007) reporta que
una cepa de Rhizopus sp. fue sensible al sobrenadante libre de células de Bacillus
amyloliquefaciens. En el caso de Fusarium concuerdan con estudios realizados donde mencionan
que el crecimiento del extracto metabdlico de Bacillus spp. el crecimiento fue de 3.01 cm vy el
testigo fue de 3.86 cm al respecto Araiza y Sanchez, (2012) reportan un efecto positivo del
extracto metabélico de una cepa de Bacillus subtillis inhibiendo a Fusarium sp. entre un 70 y
100 % también sugiere que este efecto se debe a que los metabolitos de Bacillus spp. interactia
con las moléculas de colesterol para romper la membrana citoplasmatica del hongo, creando
canales transmembranales que permiten la liberacion de iones vitales como el K+. Bacillus
subtillis demostré ser eficaz para el control bioldgico in vitro, mostrando zonas de inhibicién
incluso antes del contacto directo con el patégeno, lo que puede atribuirse al efecto de la
antibiosis, caracterizado por la produccion de metabolitos volatiles liberados por la bacteria,
ademas de la competencia por los nutrientes y el espacio, lo que interfiere con el crecimiento de
los aislados de Ceratocystis fimbriata, este estudio no concuerdan debido a no tuvo actividad
biolégica en esta misma cepa. Segin Kim et al. (2008), el efecto inhibidor de bacterias, como
Bacillus subtillis, puede atribuirse a la produccién de enzimas hidroliticas que son capaces de
degradar la pared celular y afectar la produccion de lipopéptidos (LPP), lo que interfiere
directamente con el crecimiento micelial de la planta, hongos patdgenos. En sus estudios, Seema
y Devaki (2012) informaron que las cepas de Bacillus subtillis podian inhibir un 50 % el
crecimiento del micelio de Rizoctonia solani cinco dias después de emparejar los cultivos. Segln
estos autores, la accién de los antibi6ticos, como lturin A 'y Surfactin, puede haber influido en el
crecimiento del micelio y el color de la colonia del patégeno. Lee et al. (2008) encontraron que
en pruebas de confrontacion de 12 colonias de Bacillus subtillis, aisladas de diferentes lugares de
la rizésfera, sobre aislamientos de Phytophthora capsici, cinco colonias, presentaron maxima
inhibicion del patdgeno con zonas de inhibicion de 11,5 mm, 11 mm, 11,5 mm, 12 mmy 12 mm,
respectivamente. Las mismas colonias fueron eficientes en el control biol6égico de P.
citrophthora, P. citricola y Colletotrichum coccodes (Mezzomo R, et al. 2019: pp. 6-7). NO se encontrd
estudios in vitro de Bacillus con antifingico en Penicillium, sin embargo estos resultados
concuerdan con estudios antagonicos, Bacillus subtilis ejercen un efecto antagdnico sobre estos

hongos, lo que resulta de importancia en la prevencion de enfermedades, pues presentan una alta
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velocidad de crecimiento que les permite alcanzar rapidamente el estado estacionario y comenzar
a producir metabolitos secundarios con actividad antifingica de algunos patégenos (Sosa Pech et al.,
2012; Tejera et al., 2012). Principalmente la respuesta de antagonismo de la bacteria est& asociada con
la sintesis de lipopéptidos como iturina, surfactina, fengicina y bacilomina (Ariza et al., 2012). Li X
et al. (2016), menciona que las placas de cultivo dual de Bacillus amyloliquefaciens con Mucor y
Rhizopus spp estaban cubiertas de vegetacion y también mostraban una pequefia zona de
inhibicion en Mucor sp. dejé de crecer y finalmente murié el dia 14, el aislado de B.
amyloliguefaciens demostrd ser eficaz para controlar los patégenos in vitro, lo que indica que
puede usarse para controlar diferentes patdgenos de hongos, Mucor no tuvo inhibicién de
crecimiento micelial, ademas, no se encontrd estudios de sensibilidad, pero si hubo estudios de
antagonismo pero no concuerdan con los resultados obtenidos para este hongo. El estudio
realizado por Soto et al., (2018), concuerdan que Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis,
Paenibacillus polymyxa, Pantoea agglomerans, Pseudomonas syringae, Candida
membranifaciens, Candida utilis, Cryptococcus laurentii, Pienibacillus i., microorganismos
antagonistas como membranifaciens, Rhodosporidium paludigenum, Se ha informado que
Saccharomyces cerevisiae, Aureobasidium pullulans, Nodulisporium spp. y Trichoderma spp son
muy efectivos para combatir enfermedades como Geotrichum citri-aurantii, Penicillium
digitatum, Penicillium italicuta, que es un problema en los frutos de limon. Hong et al. (2014) B.
amyloliquefaciens en su estudio investigando las posibilidades de combatir las enfermedades de
moho y pudricion &cida causadas por Penicillium digitatum, P. italicum y Geotrichum citri-
aurantii en frutos de mandarina por Bacillus amyloliquefaciens HF-01, bicarbonato de sodio
(SBC) y aplicaciones de agua (HW) Informaron que aplicaciones como + 2% SBC y/o 45 °C HW
(2 minutos) previnieron la aparicion de enfermedades (podredumbre) a una tasa muy alta del 80%
en comparacion con la aplicacion de control, y la efectividad de la aplicacion fue tan efectiva
como la aplicacion quimica. En un estudio reciente, se determind la actividad antifungica de
aislados bacterianos antagonistas de especies de Bacillus aisladas de diferentes materiales de
compost, individualmente y en combinacion con productos de boro, en condiciones de laboratorio
(in vitro) y semicomerciales (semi-in vivo) contra Geotrichum citri-aurantii (Gedik, 2019: citado en

SOYLU, Soner, et al. 2022: p. 188), estos estudios no concuerdan con los resultados obtenidos.

En el caso del producto quimico tebuconazol tuvo un efecto inhibitorio sobre las cepas de
Rhizopu, Ceratocystis y Mucor, en la dosis correspondiente a 10 y 100 ppm, de igual manera con
las cepas Fusarium y Rhizopus quienes tuvieron mayor efecto inhibitorio en las dosis menores y
mayores correspondientes a 0,01, 0,1, 1, 10 y 100 ppm, las cepas Geotrichum, Mucor y
Ceratocystis no tuvieron efecto inhibitorio en todas las dosis (0,01, 0,1, 1, 10 y 100 ppm), para

Penicillium el efecto inhibitorio en todas las dosis fue del 100%. Resultados similares fueron
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reportados por Pérez-Rodriguez, Luis Roberto et al. (2019), los cuales demostraron que
Tebuconazol tiene un efecto inhibitorio hacia Fusarium spp., que pertenece al codigo 3, del grupo
de los fungicidas inhibidores de la metilacion (DMI), el cual esta reportado por la FRAC como
de mediano riesgo de generar resistencia por varias especies de hongos. En las dosis altas,
medianas y bajas gener6 una mayor eficacia en el control con més del 92% del porcentaje de
inhibicion de crecimiento micelial (PICM) en Fusarium spp. (Yossen y Conles, 2014, p. 4). Los
resultados concuerdan Velazquez-del Valle, Miguel Gerardo et al. (2008), donde el tebuconazol
controla la pudricion blanda causada por Rhizopus stoloniferen un 81, 69 y 79.2%. Existen
estudios en donde los tratamientos con tebuconazol resultan ser mejores en la inhibicion de
crecimiento del microorganismo Geotrichum candidum que fue del 80 y 86% (Rodriguez, M., Calvo
etal., 2019, p. 3). Del producto quimico tebuconazol mostré una inhibicion del 100 % en Ceratocystis
fimbriata en todas las concentraciones 0,05 %, 0,10 % y 0,15 %, respectivamente (Gururaj, Sunkad,
et al. 2017: p. 113), los resultados que se obtuvo para las cepas de Geotrichum y Ceratocystis
inhibieron el crecimiento micelial en dosis mayores a 10 ppm, no concuerdan en su totalidad con
los autores mencionados anteriormente donde la inhibicion fue del 100% en todas sus dosis. El
DMI-imidazol imazalil se ha utilizado durante muchos afios, especificamente para el control de
las caries por Penicillium. Se obtuvo un amplio rango de concentraciones efectivas para inhibir
el crecimiento de Penicillium en un 50% para los ocho fungicidas DMI-triazol evaluados. En las
comparaciones de los fungicidas mas efectivos (es decir, ciproconazol, propiconazol, metconazol
y tebuconazol), las concentraciones inhibitorias medias del 50 %, las concentraciones inhibitorias
fueron similares para ciproconazol, propi-conazol y metconazol y mas altas para tebuconazol
(Mckay, et al., 2012: pp. 91-93). Estos estudios demuestras que tebuconazol inhibi6 el crecimiento
micelial corroborando con los resultados obtenidos. Con el hongo Mucor no se puedo encontrar
estudios realizados con tebuconazol para su comparacion con otros autores, sin embargo, existen
estudios utilizando a tiabendazol, donde mencionan gue las cepas probadas fueron resistentes al
tiabendazol, donde mostr6 un efecto sinérgico sobre Rhizopus sp. Mucor sp fue el Gnico hongo

resistente al fungicida probado (Maldonado et al. 2005: p. 55-56).

Ceratocystis paradoxa es un organismo celular; Eucariota; Opisthokonta; Hongos; Dikarya;
Ascomycota; saccharomyceta; Pezizomycotina; leotiomyceta; sordariomyceta; Sordariomycetes;
Hypocreomycetidae; Microaescalas; Ceratocystidaceae; Thielaviopsi. Asociada a la
podredumbre de la base, puede ser una enfermedad grave del material de siembra de pifia y puede
resultar en un establecimiento deficiente de las plantas. Ceratocystis paradoxa puede pudrir toda
la pieza de material de siembra y las piezas afectadas generalmente son descartadas por los
productores. Sin embargo, cuando hay una descomposicion parcial de la base (culata), el material

no puede descartarse y cuando se planta el crecimiento se reducird severamente debido a la
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reduccion de las reservas de carbohidratos en los tallos infectados y la destruccion de algunas
iniciales de la raiz. La infeccion se produce a través de heridas producidas cuando se retiran los

materiales de siembra de la planta madre (Anderson, J.M., et al., 2022: p. 246).

Mucor nidicola es un organismo celular; Eucariota; Opisthokonta; Hongos; Fungi incertae sedis;
Mucoromycota; Mucoromycotina; Mucoromicetos; Mucorales; Mucorineae; Mucoraceas;
Mucor. Asociado a la pudricion blanda de frutos de papaya en precosecha y postcosecha por lo
que afectan el rendimiento y la calidad de los frutos en porcentajes aun no estimados, causante
principal de las alteraciones més frecuentes en frutas y hortalizas, especialmente las referidas al
aspecto fisico, valor nutricional, caracteristicas organolépticas y dificultad de conservacidn, asi
como de las alergias e intoxicaciones en los consumidores, debido a que producen estructuras
especializadas que se depositan sobre el producto, penetran, invaden y eventualmente colonizan
masivamente el tejido para causar dafio y posteriormente segregar sustancias, como consecuencia

de su metabolismo secundario (Fitenborg et al., 1996; citado en Trigos et al., 2008: p.126).

Geotrichum candidus es un organismo celular; Eucariota; Opisthokonta; Hongos; Dikarya;
Ascomycota; saccharomyceta; Saccharomycotina; Saccharomycetes; Saccharomycetales;
Dipodascaceae; Geotrichum. Asociada a la pudricién blanda de los frutos, donde se produce
desintegracion de los tejidos, tanto de la epidermis como de la pulpa. Los frutos afectados exhalan
un fuerte olor a fermentacion y rancidez. En condiciones de alta humedad relativa se evidencia la
presencia de un micelio blanco de aspecto yesoso, usualmente no filamentoso como en el caso de
otros patdgenos frecuentes en postcosecha. Este hongo ademds presenta una fase de tipo
levaduriforme, caracterizada por un crecimiento unicelular con multiplicacién por yemacion, que

se observa macroscépicamente como un desarrollo mucoso (Pinilla, B., 2005: p. 2).

Penicillium purpurogenum es un organismo celular; Eucariota; Opisthokonta; Hongos; Dikarya;
Ascomycota; saccharomyceta; Pezizomycotina; leotiomyceta; Eurotiomicetos;
Eurotiomycetidae; Eurotiales; Trichocomaceae; Talaromyces; Talaromyces sect. Talaromyces.
Es un hongo filamentoso de pudricion blanda presente en muestras de suelos. Este hongo es un
pat6geno de las plantas, secretor de multiples enzimas hemiceluloliticas que son producidas para
hidrolizar la pared celular vegetal e incorporar los productos a su metabolismo. Sus sistemas
celuloliticos y xilanoliticos han sido descritos en detalle. Este hongo aerdbico produce una serie

de enzimas que degradan el xilano (Lifeder, 2020: p.1).

El sector agricola ha crecido considerablemente como respuesta a la creciente demanda de la

poblacién. Como consecuencia de ello, la produccion de alimentos se ha convertido en una
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contribucién importante al agotamiento de los recursos naturales y al cambio climético. El
Informe de sintesis de cambio climéatico del Panel Intergubernamental del Cambio Climatico
(IPCC) de 2007 estima que los impactos directos de la agricultura contribuyen con
aproximadamente el 13.5 % de las emisiones antropogénicas de gases efecto invernadero (GEI)

a nivel mundial (Karel et al., 2020: citado en Martinez-Blanco et al., 201: p. 1).

Los tratamientos con fungicidas utilizados tradicionalmente en el control postcosecha de frutos
presentan diferentes riesgos en cuanto al impacto ambiental causando una serie de problemas tales
como: erosién, compactacion, salinizacion; agotamiento de nutrientes, contaminacion del aire,
suelo, agua, deforestacidn, agotamiento de las aguas subterraneas y desechos toxicos que estos
generan, inclusive causan dafios a la salud de los seres humanos quienes estan expuestos a
manipular productos quimicos sin ningln equipo de seguridad. Otros problemas que trae el uso
de estos fungicidas es que las enfermedades se vuelven mas resistentes a ciertos productos, donde
los agricultores utilizan mas agroquimicos en altas dosis a las que esta estipulado en la

concentracion del producto para controlar la enfermedad o la plaga.

La contaminacion ambiental constituye un problema grave a nivel mundial dada las repercusiones
que ésta tiene, es por ello que se deben buscar alternativas mas sostenibles que reemplacen al uso
de productos quimicos reduciendo asi el consumo Yy teniendo productos de calidad y cantidad que

mejorar la calidad de vida de la poblacion y contribuyen positivamente al ambiente.

Los productos bioldgicos son una alternativa sostenible ante el uso de productos quimicos, ya que
estos se obtienen a partir de organismos vivos o sus derivados, tales como hongos, bacterias,
material vegetal, enzimas, entre otros, mediante herramientas biotecnologicas permiten generar
bioestimulantes, biofertilizantes, biocontroladores, bioestabilizadores, entre otros productos que
tienen propiedades benéficas para el suelo, como para la proteccion de los cultivos y el medio

ambiente.

De ahi, que se incite a los agricultores a practicar una agricultura mas sostenible que permita
satisfacer todas las necesidades de la sociedad: ambiental, social y econémica. En este sentido,
las plantaciones fruticolas, aunque en menor medida, también tienen sus contribuciones, pues
requieren de cantidades de insumos quimicos y transporte de los productos, que pueden contribuir

a determinados impactos ambientales.

Los frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth) se considera un recurso vegetal de importancia

econdmica para la region al ser una de las plantas mas Utiles para las zonas rurales y pueblos
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indigenas de la Amazonia ecuatoriana, siendo un simbolo de identidad cultural, abundancia y

alimentacion.

Ademas, la incorporacion de esta especie a través de los sistemas agroforestales ayuda a la
construccion de resiliencia en el contexto ambiental, social y econémico de las comunidades
donde la chonta (Bactris gasipaes Kunth) constituye un simbolo de fertilidad y abundancia. Esta
palma presenta asociaciones positivas con los procesos de adaptacién a los impactos del cambio

climético (Valencia et al., 2015: pp.18-22).
4.6 Comprobacion de la hipédtesis
Mediante el estudio realizado se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipétesis alterna que
menciona que los extractos vegetales y bioinsumos reducen el crecimiento de las diferentes

especies de hongos identificados molecularmente de los frutos de Chonta (Bactris gasipaes) de la

provincia de Pastaza.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Los productos biolégicos que inhibieron el crecimiento de hongos asociados a pudricién de
frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth) en los géneros Ceratocystis, Getrichum, Mucor,
Fusarium y Rhizopus en el extracto de tomillo (Thymus vulgaris) inhibe el crecimiento en
dosis de 100 y 500 ppm; en la cepa de Mucor en el producto 2 (extractos de algas,
Trichoderma, materia organica) inhibe el crecimiento en dosis de 500 ppm, en la cepa de
Penicillium su inhibicién fue del 100% en todas las dosis (0,01; 0,1; 1; 10; 100 ppm), en las
cepas de Fusarium y Rhizopus; en el producto de aceite de &rbol de Té (Melaleuca alternifolia)
inhibe el crecimiento en dosis de 100 y 500 ppm, en la cepa de Penicillium su inhibicion fue
del 100% en todas las dosis (0,01; 0,1; 1; 10; 100 ppm); en la cepa de Fusarium en el producto
de Bacillus inhibe el crecimiento en dosis de 500 ppm, en la cepa de Penicillium su inhibicién
fue mayor al 50% en las dosis (0,01; 0,1; 10; 100 ppm:; en la cepa de Penicillium su inhibicién
fue del 100% en las dosis (0,1; 1; 10; 100 ppm).

Los productos bioldgicos que no inhibieron el crecimiento de hongos asociados a pudricion
de frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth) en la cepa de Penicillium en el producto de
extracto de tomillo (Thymus vulgaris) su inhibicién es menor al 50% en todas sus dosis, en
las cepas de Ceratocystis, Geotrichum, Rhizopus y Fusarium en el producto 2 (Trichoderma,
Bacillus, Extractos himicos, Potasio (K:0), Extracto de algas, Manitol y Alginato) su
inhibicion es menor al 50% en todas sus dosis, en las cepas de Ceratocystis, Geotrichum,
Mucor, Rhizopus y Fusarium en el producto de quitosan oligosacarina su inhibicién es menor
al 50% en todas sus dosis, en las cepas de Ceratocystis, Geotrichum y Mucor en el producto
de aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) su inhibicion es menor al 50% en todas sus
dosis, en las cepas de Ceratocystis, Geotrichum, Mucor y Rhizopus en el producto de Bacillus

su inhibicion es menor al 50% en todas sus dosis.

e El producto quimico tebuconazol inhibi6 el crecimiento de hongos asociados a pudricion de

frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth) en las cepas de Geotrichum, Mucor, Rhizopus y
Fusarium en todas sus dosis (0,01; 0,1; 1; 10; 100 ppm) y Rhizopus en dosis (0,01, 0,1, 100
ppm), en la cepa de Penicillium su inhibicién fue del 100% en las dosis (0,1; 1; 10; 100 ppm).

El producto quimico tebuconazol no inhibid el crecimiento de hongos asociados a pudricién
de frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth) en la cepa de Ceratocystis en todas sus dosis
(0,01;0,1; 1; 10; 100 ppm).
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¢ Se identificaron molecularmente los hongos asociados a pudricién de frutos de chonta (Bactris
gasipaes Kunth) los cuales fueron: Ceratocystis paradoxa, Mucor nidicola, Geotrichum

candidus y Penicillium purpurogenum.
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RECOMENDACIONES

¢ Realizar mas estudios de efecto bioldgico utilizando méas productos diferentes a los utilizados
en este estudio para el control de las especies ya identificadas como: Ceratocystis paradoxa,

Mucor nidicola, Geotrichum candidus y Penicillium purpurogenum.

e Ultilizar biocontroles como Trichoderma spp., efectivos agentes de control bioldgico de

enfermedades como alternativa para reducir el impacto ambiental.

e Utilizar més aislados de frutos de chonta (Bactris gasipaes Kunth) provenientes de diferentes

zonas de produccidn para una mejor evaluacion de su comportamiento.

e Se sugiere probar otras metodologias y primers para identificar a nivel de especie los géneros

gue todavia que no se han podido identificar molecularmente.
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GLOSARIO

Agar Sabouraud: Contiene glucosa y peptona modificada, pH éacido para favorecer el
crecimiento de los hongos y evitar la contaminacion por bacterias; en este medio se cultivan

hongos saprofitos y patégenos (Bustillos, 2016, p. 1).

Cepa: Pablacion de una especie que desciende de una sola célula (Arenas, 2011, p. 23).

CL50 (Concentracion letal 50): Es la concentracion, obtenida por estadistica, de una sustancia
de la que puede esperarse que produzca la muerte, durante la exposicién o en un plazo definido
después de ésta, del 50% de los animales expuestos a dicha sustancia durante un periodo
determinado. El valor de la CL50 se expresa en peso de sustancia por unidad de volumen de aire

normal (miligramos por litro, mg/L) (Uc-peraza, 2012: pp.13-140).

Cultivo: Poblacién de microorganismos que crece en un medio (Carrillo, 2013, p. 315).

Electroforesis: La electroforesis es una técnica para separacién de biomoléculas segun su
movilidad y naturaleza (generalmente acidos nucleicos o proteinas) en un campo eléctrico sobre

una matriz porosa, cuya composicion depende de la biomolécula a analizar (Ryan y Ray, 2017, pp.
80-125).

Especie: Cepas estrechamente relacionadas (>97% homologia en la secuencia del ARN-r
16S, >70% hibridacién gendmica) y suficientemente diferentes de otras para ser reconocidas

como una unidad inequivoca (Gonzélez et al., 2013, p. 1).

Espora: Estructura de diseminacion formada por los hongos (Arenas, 2011, p. 34).

Gen: Segmento de ADN que constituye una unidad de informacion genética (Ryan y Ray, 2017, pp.
80-125).

Género: Grupo de especies estrechamente relacionadas (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Lisis: Rotura o desintegracion de células (D'Arcy et al., 2001: p.2).

Micelio: Aparato vegetativo de los hongos, en el que aparecen los conidiéforos o las esporas de

resistencia, formado por filamentos méas o menos agrupados denominados hifas (Andrés, 2015, p.
377).



Pat6geno: Es todo agente que puede producir enfermedad o dafio a la biologia de un huésped,

sea animal o vegetal (Pio Font Quer, 2010: p.1003).

Sintoma: Reacciones o alteraciones internas o externas que sufre una planta como resultado de

su enfermedad (Pefia et al., 2015: p.11).
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ANEXOS

ANEXO A: PREPARACION DEL MEDIOS DE CULTIVOS PDA Y SGA, CON BIOPRODUCTOS CON SUS RESPECTIVAS DOSIS.




ANEXO B: SIEMBRA DE LOS DISCOS DE MICELIO CON Fusarium sp., Rhizopus sp.,
Ceratocystis sp., Mucor sp., Geotrichum sp. y Penicillium sp., EN LAS CAJAS PETRI
ENMENDADO CON BIOPRODUCTOS.

5=

1. Se transfiere los discos con ayuda de 2. Se etiqueta a cada una de las cepas.
palillos al medio PDA 'y
SDAenvenenado.

3. Se sella con papel film.



ANEXO C: CRECIMIENTO DE LOS AISLADOQOS Fusarium sp., Rhizopus sp., Ceratocystis sp.,
Mucor sp., Geotrichum sp., y Penicillium sp. EN LOS DISTINTOS BIOPRODUCTOS.

Ceratocystis sp.

500 ppm 100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0 ppm
Producto 2

500 ppm 100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0 ppm

Timorex Gold CE

500 ppm 100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0 ppm

Quitosan Oligosacarina

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0.1 ppm 0,01 ppm 0 ppm



Tebuconazol

500 ppm 100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0 ppm




Tebuconazol

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0.1 ppm 0,01 ppm 0 ppm

Extractos vegetales

500 ppm 100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0 ppm

Timorex Gold CE

Bacillus

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0,01 ppm 0 ppm



Tebuconazol

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0,01 ppm 0 ppm

Rhizopus sp.

Extractos vegetales
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500 ppm 100 ppm 10 ppm 1 ppm 0.1 ppm 0 ppm

Quitosan Ohgosacarma

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0,01 ppm 0 ppm

Bacillus




Tebuconazol

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0.1 ppm 0,01 ppm 0 ppm

Fusarium sp.

e ©® © /‘ @ ©
" f-:ﬂe@’%@@@ f@”’””‘)ﬁ

500 ppm 100 ppm 10 ppm 1 ppm 0.1 ppm 0 ppm

500 ppm 100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0 ppm

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0.1 ppm 0,01 ppm 0 ppm
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Tebuconazol

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0.1 ppm 0,01 ppm 0 ppm

Penicillium sp.




Extracto de tomillo (Thymus vulgaris)

ANEXO D: CONCENTRACION LETAL 50 (CLso)

Principio_activo Género Estimate Std. Error Lower Upper Media
Extractos vegetales Ceratocystis 315,208 122,36432 -74,20704 704,6287 306,07
Extractos vegetales Ceratocystis 306,1085 78,95651 54,83368 557,3834
Extractos vegetales Ceratocystis 296,8906 42,84142 160,5501 433,2311
Extractos vegetales Geotrichum 195,9005 145,03444 -265,6639 6,574648+02 135,46
Extractos vegetales Geotrichum 91,48785 202,13194 -551,7862 734,76619
Extractos vegetales Geotrichum 118,9846 95,1515036 -183,8263 421,7955
Extractos vegetales Mucor 171,6101 3,18E+01 70,35757 272,8626 156,679
Extractos vegetales Mucor 188,3526 2,99E+01 93,07046 283,6347
Extractos vegetales Mucor 110,0743 10,22129 77,54557 142,603
Extractos vegetales Rhizopus 115,9263 74,43811 -90,6869 322,5395 132,1893
Extractos vegetales Rhizopus 133,2788 86,11123 -122,505 389,0627
Extractos vegetales Rhizopus 147,3628 74,6775 -89,97633 384,7019
Extractos vegetales Penicillium 517122780 10 517127800 517127800 172375716,87
Extractos vegetales Penicillium 4369,226 9476,57236 -25789,46 34527,91
Extractos vegetales Penicillium 1,37133 44,81366 -141,2457 143,9884
Extractos vegetales Fusarium 248,8085 164,30466 -470,5518 968,1688 404,82
Extractos vegetales Fusarium 236,3561 200,35488 -437,5976 910,3098
Extractos vegetales Fusarium 729,2857 112,9034 375,5508 1073,109




Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia)

Principio_activo Género Estimate Std. Error Lower Upper Media
Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) Ceratocystis 28,76772 59,7935746 -161,522123 219,0576 126,74
Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) Ceratocystis  0,4474189 18,1940945 -57,4543098 58,34915
Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) ~ Ceratocystis 351,0157 248,568854 -440,041305 1142,073
Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) Geotrichum 0,8861032 NaN NaN NaN 0,39
Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) Geotrichum 0,021191 0,1825101 -0,5596375 0,6020195
Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) Geotrichum 0,2699117 10,0664363 -31,7659813 32,3058
Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) Mucor 33,122 NaN NaN NaN 1034524,91
Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) Mucor 3102611 NaN NaN NaN
Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) Mucor 930,6218 3196,71611 -9242,75552 11104
Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) Rhizopus 0,2344227 4,9884498 -15,6410508 16,1099 0,14
Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) Rhizopus 0,03940601 0,239131 -0,7216155 0,8004276
Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia) Fusarium 0,4721099 9,4400082 -29,5702092 30,51443 0,25
Aceite de &rbol de Té (Melaleuca alternifolia) Fusarium 0,02399726 0,2489118 -0,7681511 0,8161456




Producto 2

Principio_activo Género Estimate Std. Error Lower Upper Media
Producto 2 Ceratocystis 11,6116 257,312035 -807,2701 830,4933 327,98
Producto 2 Ceratocystis 0,7817258 17,895742 -56,17051 57,73396
Producto 2 Ceratocystis 971,5411 NaN NaN NaN
Producto 2 Geotrichum 1,724466 956,377864 -3041,897 3045,346 321,90
Producto 2 Geotrichum 0,699952 22,503625 -70,91663 72,31653
Producto 2 Geotrichum 963,2851 6345,94628 -19232,35 21158,92
Producto 2 Mucor 7,356895 149,286882 -467,7404 482,4542 3,88
Producto 2 Mucor 0,3940285 12,772545 -40,25391 41,04197
Producto 2 Rhizopus 101,3036 NaN NaN NaN 867414,871
Producto 2 Rhizopus 2601353 10 2601321 2601385
Producto 2 Rhizopus 790,3087 4596,25675 -13843,48 15424,1
Producto 2 Fusarium 4546,65 67655,76 -210764,2 219857,5 1515,56
Producto 2 Fusarium 0,02031771 0,9403218 -2,972206 3,012841
Producto 2 Fusarium 0,02166061 21,690012 -5,356712 5,400033

Bacillius
Principio_activo Género Estimate Std. Error Lower Upper Media
Bacillius Ceratocystis 221,852553 848,3745 -2478,054 2921,759 111,055657
Bacillius Ceratocystis 0,25876186 4,686066 -14,65439 15,17192
Bacillius Geotrichum 0,1258615 4,242601 -13,37599 13,62771 52,7047205
Bacillius Geotrichum 0,2548545 8,891225 -28,04099 28,5507




Bacillius Geotrichum 157,733445 23786,99 -75543,07 75858,54
Bacillius Mucor 0,04879334 1,633926 -5,15109 5,248676 0,24514213
Bacillius Mucor 0,00417563 0,02988187 -0,0909218 0,09927306
Bacillius Mucor 0,68245742 24,79607 -78,2297 79,59461
Bacillius Rhizopus 34,5465627 49,55755 -123,1677 192,2608 54,7732523
Bacillius Rhizopus 41,9042274 NaN NaN
Bacillius Rhizopus 87,8689668 25,46675 6,822397 168,9155
Bacillius Fusarium 47,63812 35,04685 -87,36152 135,7079 16,4721638
Bacillius Fusarium 1,77786 2,880309 -9,091668 9,24119
Bacillius Fusarium 0,00051141 9,881748 29,69399 92,49025
Quitosan oligosacarina
Principio_activo Género Estimate Std. Error Lower Upper Media
Quitosan Oligosacarina Ceraatocystis 0,01031775 0,3830214 -1,208627 1,229263 88,68
Quitosan Oligosacarina Ceraatocystis 134,2839 173,1311 -4,166964 685,2643
Quitosan Oligosacarina Ceraatocystis 131,7317 115,3173 -235,2593 498,7228
Quitosan Oligosacarina Geotrichum 0,1258615 4,242601 -13,37599 13,62771 52,70
Quitosan Oligosacarina Geotrichum 0,2548545 8,891225 -28,04099 28,5507
Quitosan Oligosacarina Geotrichum 157,7334 23786,99 -75543,07 75858,54
Quitosan Oligosacarina Mucor 0,02048912 0,7081861 -2,233275 2,274253 0,36
Quitosan Oligosacarina Mucor 0,9937636 6,444488 -19,51547 21,503
Quitosan Oligosacarina Mucor 0,06519831 1,467853 -4,606164 4,73656
Quitosan Oligosacarina Rhizopus 292,6211 1788,469 -5399,084 5984,326 9859,52
Quitosan Oligosacarina Rhizopus 29119,2 510528,5 -1,5956E+12 1653849
Quitosan Oligosacarina Rhizopus 166,7395 338,6248 -910,9157 1244,395




Quitosan Oligosacarina Fusarium 2190,6 48506,07 -152177,5 156558,4 731,05

Quitosan Oligosacarina Fusarium 2,537805 77,99701 -245,6835 250,7591

Quitosan Oligosacarina Fusarium 0,00041266 0,03739661 -245,6835 0,1194254

Tebuconazol
Principio_activo Género Estimate Std. Error Lower Upper Media

Tebuconazol Ceratocystis 0,1755219 0,1108576 -0,1772766 0,5283205 0,18
Tebuconazol Ceratocystis 0,1455605 0,09770795 -0,1653898 0,4565109
Tebuconazol Ceratocystis 0,2164727 0,1390075 -0,2259112 0,6588566
Tebuconazol Geotrichum 0,4888731 0,6628465 -1,6206 2,598347 0,46
Tebuconazol Geotrichum 0,4319665 0,7590755 -1,983751 2,84768
Tebuconazol Geotrichum 0,457855 0,6636937 -1,654315 2,570025
Tebuconazol Mucor 0,852033787 0,6371129 -1,188453 2,866702 1,10
Tebuconazol Mucor 1,268879652 0,7942675 -1,311305 3,744123
Tebuconazol Mucor 1,188320066 0,6446007 -0,8932475 3,209567
Tebuconazol Rhizopus 0,000308067 0,00059646 -0,001590134 0,002206268 0,00
Tebuconazol Rhizopus 0,000724106 0,00176261 -0,004885321 0.0063335321
Tebuconazol Rhizopus 0,006830644 0,00930268 -0,022774629 3,6436E-02
Tebuconazol Fusarium 0,000391782 0,00091074 -0,002506597 0,00329016 0,0013
Tebuconazol Fusarium 0,000166391 0,00016639 0,000210536 0,00083641
Tebuconazol Fusarium 0,002715111 0,00271511 0,006353965 0,02293626




ANEXO E: ANALISIS DE VARIANZA PARA CONCENTRACION LETAL 50 (CLso)

Extracto de tomillo (Thymus vulgaris)

Ceratocystis

Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 9590 2397.4 86,11 0,000000105
Error 10 278 27.8

Geotrichum
Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 7908 1977.1 10.15 0,00151
Error 10 1949 194.9

Mucor
Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 35.7 8.93 0.272 0.89




Error

10

328.6

32.86

Rhizopus

Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 9318 2329.5 82.55 0,000000128
Error 10 282 28.2

Penicillium
Fuentes de Variacion Grados de libertad Suma de cuadrados ~ Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 170.7 42.67 0.62 0,659
Error 10 688.5 68.85

Fusarium
Fuentes de Variacion Grados de libertad Suma de cuadrados ~ Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 2956.3 739.1 18.84 0,000119
Error 10 329.3 39.2

Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia)



Ceratocystis

Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados  Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 4195 1048.7 7.896 0.00386
Error 10 1328 132.8

Geotrichum
Fuentes de Variacion ~ Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 1402 350.6 2.529 0.107
Error 10 1387 138.7

Mucor
Fuentes de Variacion ~ Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 35.7 8.93 0.272 0.89
Error 10 328.6 32.86

Rhizopus
Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)




Dosis 4 542.2 135.55 1.943 0.18
Error 10 697.8 69.78

Fusarium
Fuentes de Variacion ~ Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 542.3 135.57 1.915 0.184
Error 10 707.8 70.78

Bacillus

Ceratocystis
Fuentes de Variacibn  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 421.1 105.28 3.151 0.0642
Error 10 334.1 3341

Geotrichum
Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 1451 362.7 2.804 0.0848
Error 10 1294 129.4




Mucor

Fuentes de Variacion

Grados de libertad

Suma de cuadrados

Cuadro medio Valor de F PR(>F)

Dosis 4 1502 375.5 2.719 0.091
Error 10 1381 138.1

Rhizopus
Fuentes de Variaciébn  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 4144 1035.9 18.59 0.000127
Error 10 557 55.7

Fusarium
Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 3379 844.6 7.539 0.00455
Error 10 1120 112.0

Tebuconazol

Ceratocystis



Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 14698 3675 316 0.000000178
Error 10 116 12
Geotrichum
Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 6559 1639.8 151.3 0.00000000672
Error 10 108 10.8
Mucor
Fuentes de Variacion Grados de libertad Suma de cuadrados  Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 16960 4240 378.2 0.0000000000729
Error 10 112 11
Rhizopus
Cuadro medio Valor de F PR(>F)

Fuentes de Variacion

Grados de libertad

Suma de cuadrados




Dosis 4 2275.9 569.0 30.97 0.0000131
Error 10 183.7 18.4

Fusarium
Fuentes de Variacion ~ Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 1935.2 483.8 32.66 0.0000103
Error 10 148.1 14.8

Quitosan oligosacarina

Ceratocystis
Fuentes de Variacion ~ Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 438.8 109.71 3.814 0.0391
Error 10 287.7 28.77

Geotrichum
Fuentes de Variacion ~ Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 1451 362.7 2.804 0.0848




Error

10

1294

129.4

Mucor

Fuentes de Variacion ~ Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 1570 392.4 2.872 0.0802
Error 10 1366 136,6

Rhizopus.
Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 36.4 9.09 0.24 0.909
Error 10 378.4 37.84

Fusarium.
Fuentes de Variacibn ~ Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 364.0 91.00 1.068 0.421
Error 10 8851.5 85.18

PRODUCTO 2

Ceratocystis



Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 706.2 176.56 5.351 0,0144
Error 10 329.9 32.99

Geotrichum
Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 1451 362.7 2.804 0.0848
Error 10 1294 129.4

Mucor
Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 1502 375.5 2.719 0,091
Error 10 1381 138.1

Rhizopus
Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 35.7 8.93 0.272 0.89
Error 10 328.6 32.86




Fusarium

Fuentes de Variacion ~ Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)

Dosis 4 369.2 92.31 1.177 0.378

Error 10 783.9 78.39




ANEXO F: ANALISIS DE VARIANZA DE GERMINACION DE ESPORAS Penicillium

Producto 2
Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 5 25000 5000 1.737e+31 <2e-16
Error 12 0 0

Bacillus
Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 5 19158 3832 8.832 0.00103
Error 12 5206 434

Quitosam oligoacarina
Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 4 4000 8000 2,703x10% 2x1016
Error 10 0 0




Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia)

Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 5 25000 5000 1.737e+31 <2e-16
Error 10 287.7 28.77

TEBUCONAZOL
Fuentes de Variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadro medio Valor de F PR(>F)
Dosis 5 40000 8000 2.703e+31 <2e-16
Error 12 0 0




ANEXO G: GERMINACION DE ESPORAS

- .__-‘ >
1. Preparacion de solucidn stock 2. Colocacién de papel toalla y 3. Circulo en el porta objetos con el 4. Colocacion de 3 ml agua
humedecimiento. lapiz destilada estéril en la caja de Petri

9. Conteo de esporas 8. Se etiqueta y se lleva a 7. Colocacion las placas 6. Afiadir 10 pl de solucion 5. Afiadir 10 pl de
incubar a temperatura 25 + °C dentro de las tarinas stock solucion con esporas




ANEXO I: ESPORAS GERMINADAS SEGUN LOS BIOPRODUCTOS Y FUNGICIDA EN
ESTUDIO

Quitosan Oligosacarina
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Esporas sin germinar

Género dosis | repeticion | Germinadas Sin germinar
Penicillium 100 1 0 100
Penicillium 100 2 0 100
Penicillium 100 3 0 100
Penicillium 10 1 0 100
Penicillium 10 2 0 100
Penicillium 10 3 0 100
Penicillium 1 1 0 100
Penicillium 1 2 0 100
Penicillium 1 3 0 100
Penicillium 0,1 1 0 100
Penicillium 0,1 2 0 100
Penicillium 0,1 3 0 100
Penicillium 0,01 1 78 22
Penicillium | 0,01 2 56 44
Penicillium | 0,01 3 28 72
Penicillium 0 1 100 0
Penicillium 0 2 100 0
Penicillium 0 3 100 0




Aceite de arbol de Té (Melaleuca alternifolia)

Producto 2

Esporas sin germinar

Género dosis | repeticion | Germinadas Sin germinar
Penicillium 100 1 0 100
Penicillium 100 2 0 100
Penicillium | 100 3 0 100
Penicillium 10 1 0 100
Penicillium 10 2 0 100
Penicillium 10 3 0 100
Penicillium 1 1 0 100
Penicillium 1 2 0 100
Penicillium 1 3 0 100
Penicillium 0,1 1 0 100
Penicillium | 0,1 2 0 100
Penicillium 0,1 3 0 100
Penicillium | 0,01 1 3 97
Penicillium | 0,01 2 0 100
Penicillium | 0,01 3 19 81
Penicillium 0 1 100 0
Penicillium 0 2 100 0
Penicillium 0 3 100 0
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Bacillus

Esporas germinadas y sin germinar

Género dosis | repeticion | Germinadas | Sin germinar
Penicillium | 500 1 0 100
Penicillium | 500 2 0 100
Penicillium | 500 3 0 100
Penicillium | 100 1 0 100
Penicillium | 100 2 0 100
Penicillium | 100 3 0 100
Penicillium 10 1 0 100
Penicillium | 10 2 0 100
Penicillium 10 3 0 100
Penicillium 1 1 0 100
Penicillium 1 2 0 100
Penicillium 1 3 0 100
Penicillium | 0,1 1 0 100
Penicillium | 0,1 2 9 91
Penicillium | 0,1 3 0 100
Penicillium 0 1 100 0
Penicillium 0 2 100 0
Penicillium 0 3 100 0
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Esporas germinadas y sin germinar
Género dosis | repeticibn | Germinadas | Sin germinar
Penicillium | 100 1 9 91
Penicillium | 100 2 10 90
Penicillium | 100 3 11 89
Penicillium | 10 1 13 87
Penicillium | 10 2 30 70
Penicillium | 10 3 31 69
Penicillium 1 1 23 77
Penicillium 1 2 90 10
Penicillium 1 3 100 0
Penicillium | 0,1 1 87 13
Penicillium | 0,1 2 32 68
Penicillium | 0,1 3 11 89
Penicillium | 0,01 1 10 90
Penicillium | 0,01 2 7 93
Penicillium | 0,01 3 26 74
Penicillium 0 1 100 0
Penicillium 0 2 100 0
Penicillium 0 3 100 0

Tebuconazol




Esporas sin germinar

Género dosis | Repeticion | Germinadas | Sin germinar
Penicillium | 100 1 0 100
Penicillium | 100 2 0 100
Penicillium | 100 3 0 100
Penicillium | 10 1 0 100
Penicillium | 10 2 0 100
Penicillium | 10 3 0 100
Penicillium 1 1 0 100
Penicillium 1 2 0 100
Penicillium 1 3 0 100
Penicillium | 0,1 1 0 100
Penicillium | 0,1 2 0 100
Penicillium | 0,1 3 0 100
Penicillium | 0,01 1 78 22
Penicillium | 0,01 2 56 44
Penicillium | 0,01 3 28 72
Penicillium 0 1 100 0
Penicillium 0 2 100 0
Penicillium 0 3 100 0




ANEXO I: EXTRACCION DE ADN (LISIS FiSICA).

=

1. Aislado cultivado en PDA 2. Cosecha de micelio

4, Colocacion de micelio macerado 3. Macerado de micelio con N
en tubos Eppendorf de 15 mL liquido

5. Muestras almacenadas a -40°C




ANEXO J: EXTRACCION DE ADN (LISIS QUIMICA).

> -

1. Incubado a 65°C en bafio maria 2. Centrifugar a 14000 ppm. 3. Formacion de pellet 4. Colocacion en el vortex

7. Formacién de pellet 6. Afadir Isopropanol 5. Afiadir cloroférmo-
alcohol-isoamilico




ANEXO K: CUANTIFICACION DE ADN

NOMBRE CODIGO Ng/ul A260/A280 A260/230
Fusarium spp. Fsr 568,7 1,76 1,35
Fusarium spp. Fsrl 4228 1,54 0,86

Penicillium spp. T.T 4947 1,57 1,19
Rhizopus spp. Rhp 258,0 1,60 0,96
Geotrichum spp. GIHM 192,7 1,18 0,86
Mucor spp. GG67 1308,7 2,00 1,79
Ceratocystis spp. Ceys 103,9 1,46 1,49




ANEXO L: PCR Y ELECTROFORESIS.

3. Microtubos colocados en el
termociclador

Y i WAL
9. Colocacion del gel de 8. Electroforesis 7. Colocacion de muestras 6. Productos PCR 5. Colocacion de gel de
agarosa en el preparadas con loading pipeteados con loading agarosa al 1% y pocillos

transiluminador Buffer en la cuba Buffer



ANEXO M: GEL DE AGAROSA REVELADO.

N° | Codigo Nombre
1 Control

2 2 Geotrichum
3 3 Fusarium
5 4 Rhizopus
6 5 Ceratocystis
7 6 Mucor

10 7 Penicillium
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