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RESUMEN

El fréjol es considerado como una de las Fabaceas de mayor importancia en la alimentacion
para los ecuatorianos, sin embargo; las enfermedades son uno de los principales factores
limitantes para su produccion, resaltando la antracnosis, que es una enfermedad causada por el
hongo Colletotrichum lindemuthianum. Debido a la presencia de este hongo en los cultivos, los
productores en su mayoria utilizan fungicidas sintéticos para controlar la enfermedad, causando
a veces resistencia en el patdgeno y dejando residualidad con afectaciones medioambientales,
debido al mal manejo de los mismos. Con el objetivo de disminuir el uso de agroquimicos, se
busca alternativas naturales o bioldgicas de prevencion; por ello se ha visto la necesidad de
evaluar el efecto del extracto de Ruta graveolens mediante tres métodos de obtencion
(macerado, infusion y decoccion) a tres dosis (25; 50 y 75%), teniendo en cuenta un control
quimico (Oxicloruro de cobre 50 PM) y un testigo absoluto para la prevencién de
Colletotrichum lindemuthianum en dos variedades de Phaseolus vulgaris L. Se analizé la
respuesta a la infeccién por el hongo, tras la inoculacion con el extracto como método
preventivo. Para el ensayo se empled un DBCA, 20 tratamientos, 4 bloques y repeticiones, con
un total de 80 unidades experimentales (UE). El extracto etandlico o macerado al 50%,
evidencio su efecto preventivo ante la presencia de C. Lindemuthianum. Los datos se analizaron
mediante ADEVAS vy pruebas de significancia de Tukey. EI macerado de Ruta graveolens es

una alternativa potencial para la prevencion de C. Lindemuthianum en fréjol.

Palabras clave: Prevenciéon. Macerado. Infeccién. VVariedades. Rendimiento.
Efectividad.
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ABSTRACT

Beans are considered as one of the most important Fabaceae in the diet for Ecuadorians,
however, diseases are a limiting factors for its production, among which anthracnose, a disease
caused by the fungus C. lindemuthianum is one of de most important. Due to the presence of
this fungus in crops, growers mostly use synthetic fungicides to control the disease, sometimes
causing resistance in the pathogen and leaving residues with environmental affectations, when
to their mismanaged. In order to reduce the use of agrochemicals, natural or biological
prevention alternatives are sought; therefore we deneed necessary to evaluate the effect of Ruta
graveolens extracts produced using three methods (maceration, infusion and decoction) at three
doses (25; 50 and 75%), and to compare their effect against a chemical control (Copper
oxychloride 50 PM) and an absolute control for the prevention of Colletotrichum
lindemuthianum in two varieties of Phaseolus vulgaris L. The response to infection by the
fungus was analyzed, after inoculation with the extract as a preventive method. For the trial, a
DBCA, 20 treatments, 4 blocks and repetitions were used, with a total of 80 experimental units
(UE). The ethanolic extract or macerated at 50%, showed a preventive effect in the presence of
C. lindemuthianum. Data were analyzed using ADEVAS and Tukey significance tests. Ruta
graveolens maceration is a potential alternative for the prevention of C. lindemuthianum in

beans.

Keywords: Prevention. Maceration. Infection. Varieties. Yield. Effectiveness.
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CAPITULO |
1.1 INTRODUCCION

El fréjol (Phaseolus vulgaris L.), es originario de América, las tribus némadas a partir
de su sedentarismo, fueron domesticando diversas especies alimenticias entre las mas
importantes: la papa, el fréjol, el arroz, entre otras. Hay evidencias que en el siglo X los
Aztecas en México usaron el fréjol como un grano bésico y que los Incas lo introdujeron a

Suramérica (Velazquez y Giraldo, 2005).

A nivel mundial se producen 18.991.954 de toneladas de fréjol. Ecuador produce
39.725 toneladas, es decir, el 0,2% de la produccion mundial (SICA-MAG, 2000). El
rendimiento promedio de fréjol registrado en Ecuador es bajo, 430 kg ha™* en monocultivo y
110 kg ha* cuando esta asociado con maiz (INEC, 2002), frente al rendimiento potencial del

cultivo que sobrepasa los 2.000 kg ha* (Torres et al., 2013).

Debido a que el fréjol es un alimento béasico en la canasta familiar para los
ecuatorianos, los productores tienden a masificar su produccién; sin embargo, las
enfermedades son uno de los principales factores limitantes en la produccion de fréjol,
resaltando la antracnosis, la misma que es una enfermedad causada por el hongo
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc & Magnus). Las pérdidas en rendimiento por esta
enfermedad pueden alcanzar hasta un 90% cuando las variedades susceptibles de fréjol son

cultivadas en presencia del patdégeno (Fenalce, 2010).

La antracnosis en fréjol, se presenta principalmente en elevaciones por encima de
1000 m.s.n.m. Las temperaturas frescas (13-26 ° C, éptimo de 17° C) y alta humedad relativa

(92%- 100%) benefician la propagacion del hongo (Saavedra, 2009).

Debido a que el control de enfermedades se realiza principalmente con fungicidas

sintéticos, estos pueden provocar resistencia del patdgeno, afectaciones al medio ambiente y

17
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por ende a la salud humana (Koul et al., 2008). El uso de fungicidas sintéticos no garantizan
un exitoso control del patdgeno, dado que pequefias poblaciones del mismo pueden sobrevivir
por diversas razones, tales como: aplicaciones deficientes o inadecuadas del fungicida,
resistencia, individuos de la poblacién menos sensibles y que no pueden ser controlados, o la
presencia de indculos procedentes de cultivos vecinos (Céspedes et al., 2014); por lo que hoy
en dia se ha requerido nuevas alternativas de manejo que sean tanto amigables con el

ambiente, como eficientes, siendo necesario evaluar alternativas naturales para prevenir a mas

de controlar (Bautista et al., 2003).

Existen registros de una gran variedad de investigaciones centradas en estudios sobre
la formulacion de productos naturales con actividad biolégica sobre hongos fitopatégenos,
teniendo un porcentaje de eficiencia que cada vez se hace mayor y mas rapida (Adekambi et
al., 2010), lo que esté& generando que estas practicas sean empleadas en un amplio rango de
condiciones ambientales, de especies de plagas y de sistemas de cultivos (Gakuya et al.,

2013).

Debido a lo anterior, la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos,
reconoce la importancia de las especies vegetales y sus derivados (extractos, aceites
esenciales, metabolitos secundarios) en la proteccion de cultivos bajo el concepto del Manejo

Integrado de Plagas y Enfermedades (MIPE) (Sparks et al., 2017).

Entre las disyuntivas que han mostrado potencial en el control de enfermedades se
encuentra, el uso de extractos vegetales (Bautista et al., 2003). Estos extractos han ido
ganando interes cientifico, dado que se ha reportado que presentan accion antibacteriana y
antifungica (Bricefio et al., 2011), lo cual se les atribuye a los diferentes metabolitos

secundarios que estan presentes en los extractos vegetales (Vig et al., 2009).
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El uso de fungicidas naturales es y siempre serd una muy buena opcién, tanto para el

pequefio productor como también para las personas que realicen actividades agricolas en

huertas urbanas y peri-urbanas que cultiven productos para su auto consumo.

Por lo tanto, es importante determinar las dosis, y los diferentes métodos de obtencion
de los extractos naturales y analizar su influencia en la prevencion y control de enfermedades
en cultivos, como lo es en este caso el Colletotrichum lindemuthianum y su huésped el fréjol
respectivamente, frente a un compuesto quimico de accién preventiva, de esta manera se
evaluaran los costos y se recomendaré el mejor tratamiento en cuanto a la efectividad del

mismo.
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1.2 OBJETIVOS:

Objetivo general

Evaluar el efecto del extracto de Ruta graveolens a tres dosis, mediante tres diferentes
métodos de obtencion, para la prevencion de Colletotrichum lindemuthianum en dos

variedades de Phaseolus vulgaris L.

Objetivos especificos
1) Evaluar el método de obtencion, dosis y su eficiencia para prevenir Colletotrichum
lindemuthianum (antracnosis) en fréjol.
2) Analizary determinar los costos que varian para cada uno de los métodos de

obtencion y tratamientos en el estudio.

1.3 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existe alguna influencia en el método de obtencion de los extractos de R.
graveolens L. y su eficiencia en la prevencion de Colletotrichum lindemuthianum L.

en fréjol?
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CAPITULO I

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS DEL FREJOL

Nuestros antepasados fueron cazadores-recolectores durante mas de un millén de afios.
Durante el periodo de 3000 a 8000 afios a. C., aparecieron las primeras sociedades
sedentarias, dando lugar a la domesticacion de una gran variedad de plantas y animales en
diferentes regiones del mundo, entre ellas Mesoamérica y los Andes en el continente

americano (Hernandez, Vargas, Muruaga y Mayek, 2013).

Las domesticaciones en diferentes tiempos y espacio han sido claves en la diversidad
genética presente en los cultivos actuales. Ejemplos documentados de domesticaciones
maultiples en distintas especies en el continente americano son el Aji (Capsicum sp.)
(Pickersgill, 1989), la calabaza (Cucurbita sp.) (Sanjur, Piperno, y Wessel, 2002) y el fréjol

(Phaseolus sp.) (Zizumbo y Colunga, 2010).

2.2 CLASIFICACION TAXONOMICA DEL FREJOL

Segun Valladares (2010), la clasificacion taxonomica del fréjol se detalla de la

siguiente manera (Tabla 1):
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Tabla 1 Clasificacion taxonomica del fréjol.

REINO Plantae
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Fabales
FAMILIA Fabaceae
GENERO Phaseolus
ESPECIE P.

vulgaris

L.

Fuente: Valladares (2010)
Elaborado por: Andrade & Canales, 2021.

2.3 PRODUCCION DE FREJOL EN EL MUNDO

El fréjol es la fabacea de consumo humano mas importante en el planeta; ocupa el

octavo lugar entre las fabaceas sembradas en el mundo (Velazquez y Giraldo, 2005).

El fréjol tiene una importancia alimenticia mundial para cerca de 300 millones de
personas, que en su mayoria viven en paises en desarrollo, es conocido como “la carne de los

pobres”, siendo un alimento poco costoso para consumidores de bajos recursos (Velazquez y

Giraldo, 2005).

2.4 PRODUCCION DE FREJOL EN ECUADOR

En el Ecuador el fréjol es la fabacea de mayor area de cultivo y consumo (Garver et
al., 2008), actualmente se cosecha 89,789 hectareas de las 105,127 ha, en grano seco y 15,241

ha en verde o tierno (INEC, 2002).
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Las principales enfermedades que atacan al cultivo de fréjol en Ecuador son: roya
(Uromyces appendiculatus), antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum) y mancha angular

(Phaeoisariopsis griseola) (Murillo et al., 2004).

Existen diversos factores que causan que el rendimiento del fréjol sea bajo, el principal
es el uso de semilla reciclada y de mala calidad, debido a que la mayoria de pequefios
productores no tienen acceso a la semilla mejorada o seleccionada. Las semillas recicladas de
mala calidad son susceptibles a plagas y enfermedades, y tienen bajo potencial de rendimiento

(Gonzélez y Zandate, 2006).

Segun PROFRIZA (2000), el 95% del fréjol que se cultiva en el Ecuador, se produce
en las provincias de la Sierra, sin embargo, el consumo per capita de fréjol puede variar de
una region a otra. Asi también, el consumo se ve afectado por el estatus social y econémico

de las familias (Singh, 1999).

En Ecuador, el consumo promedio de fréjol por persona es de 4 kg/afio (FAO, 2005),
un valor relativamente bajo si se lo compara con otros paises de Latinoamérica.
Sin embargo, el consumo puede superar los 40 kg/afio en las zonas de mayor

produccidn de fréjol, como, en los valles del Chota y Mira (PRONALEG, 2005).

2.5 SUPERFICIE Y PRODUCCION DEL FREJOL TIERNO Y SECO EN
ECUADOR.

Las mayores productoras de fréjol en Ecuador, son las provincias de Bolivar, Azuay,
Imbabura y Chimborazo (Tabla 2).

Tabla 2 Superficie y produccion de fréjol

Superficie sembrada (ha) Produccion (t)
Provincias Fréjol tierno Fréjol seco Fréjol tierno Fréjol seco
Total Nacional 13,872 25,855 11,867 9,926
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Imbabura 2,982 2,109 3,843 1,385
Chimborazo 1,240 - 1,786 -
Azuay 3,286 11,489 1,482 2,999
Bolivar - 3,467 - 1,499
Otros 6,364 8,790 4,757 4,042

Fuente: (MAGAP, 2014)

Elaborado por: Andrade & Canales, 2021.

2.6 ETAPAS DEL DESARROLLO FENOLOGICO DEL FREJOL

Las etapas del ciclo biolégico de crecimiento del fréjol varian en nimero de dias de

acuerdo a la variedad y tipo de crecimiento del frejol, asi como también influye las

condiciones climaticas, condiciones de suelo y presencia de plagas y enfermedades. Sin

embargo, el ciclo fenolégico comprende las fases que se detallan a continuacién (Tabla 3):

Tabla 3: Desarrollo fenologico del frejol.

Etapas Descripcion
Germinacion: La semilla después de absorber el agua, emerge la radicula y
-0 esta se transforma en la raiz primaria.
Emergencia: Los cotiledones aparecen a nivel del suelo y empiezan a
H separarse. El vastago comienza su desarrollo.
F2 Hojas primarias: Son dos hojas unifoliadas totalmente abiertas.
Primera hoja trifoliada: En esta etapa emerge la primera y segunda hoja
- trifoliada.
Tercera hoja trifoliada: Se abre la tercera hoja trifoliada y las yemas de los
4 nudos inferiores producen ramas.
Prefloracion: Aparece el primer botdén floral. En las variedades
determinadas se forman en el Gltimo nudo del tallo o de la rama. En las
™ variedades indeterminadas los racimos aparecen primero en los nudos mas
bajos.
F6 Floracidén: Empieza la apertura de la primera flor.
- Formacion de vainas: Aparece la primera vaina que mide aproximadamente

2.5 cm de longitud.
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Llenado de vainas: Comienza el crecimiento de semilla. Al final de esta

F8 etapa, las semillas pierden su color verde y muestran las caracteristicas de
cada variedad en verde.

- Madurez fisioldgica: Las vainas pierden su pigmentacion y comienzan a

secarse. Las semillas desarrollan el color tipico de la variedad en seco.

Fuente: (CIAT, 1987).
Elaborado por: Andrade & Canales, 2021.
2.7 VARIEDADES DE FREJOL EN ESTUDIO
Para el presente estudio se evalud el comportamiento de dos variedades de fréjol que

se consumen en Ecuador.

a) Variedad voluble o trepador INIAP 426 (Bola canario)
El fréjol voluble se siembra principalmente asociado con maiz en altitudes entre 2200

y 2800 m.s.n.m. El fréjol constituye un factor importante en los sistemas de produccion de
pequefios y medianos agricultores de las zonas maiceras de la Sierra ecuatoriana (INIAP,

2000).

Los colores y tipos de grano de fréjol predominantes en el sistema asociativo con el
maiz son: canarios, bayos, rojos y blancos redondos, estos generalmente se caracterizan por
ser tardios, agresivos con el maiz y presentan susceptibilidad a enfermedades como la roya

(Uromyces appendiculatus) y antracnosis (Collectotrichum lindemuthianum) (INIAP, 2000).

En Ecuador, el 89% de los productores de fréjol voluble cultivan la variedad canario y
el porcentaje restante cultivan tanto canario como panamito. La semilla que utilizan en
general los pequefios productores, es semilla reciclada, los productores seleccionan el grano
de la cosecha anterior para la siguiente siembra, sin embargo; esta seleccion no garantiza el
éxito de posteriores cosechas debido a que las plantas pueden presentar enfermedades o

susceptibilidad a plagas, afectando a la produccion (Erazo, 2005).
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El ciclo de produccion de la variedad Bola canario comprende los 165 dias en verde y

190 dias en seco (Torres et al., 2013).

El rendimiento promedio por hectéarea es 2407 kg ha en seco y en grano verde, hasta

los 10,820 kg ha® (Torres et al., 2013).

Los costos de produccion para la variedad de fréjol canario en una zona productora de
Ecuador, considerando que la mano de obra es el nucleo familiar en cada zona de cultivo,
segUin datos actualizados al afio 2013, para esta variedad de fréjol es de $1,172.00 ha* (Torres

etal., 2013).

b) Variedad arbustiva INIAP 429 (Rayado)
El fréjol arbustivo ya sea en estado tierno o seco, aportan gran cantidad de nutrientes

en la poblacién rural y urbana del pais, puede ser producido a una altitud entre 1400 — 2400
m.s.n.m con un rango de temperatura de 12 — 28 °C, siendo este muy importante en sistemas

de produccion ecuatoriana (Murillo, Peralta, Mazon, Pinzon, 2004).

El fréjol arbustivo rayado, es una variedad de fréjol con una excelente adaptabilidad al
medio y alta resistencia a virus del mosaico comin (BCMV). Posee un alto rendimiento

productivo teniendo esta variedad, resistencia genética maltiple (Murillo et al., 2014).

La duracién del ciclo de esta variedad fluctta entre 80 a 90 dias en tierno y en seco

110 a 115 dias. Con un costo de produccion de $1147,48 ha*. (Murillo et al., 2014).

El rendimiento promedio del fréjol rayado es de 5,400 kg ha* en verde y 1700 kg ha*

en seco (Murillo et al., 2014).

2.8 COLLETOTRICHUM LINDEMUTHIANUM (ANTRACNOSIS)

Tabla 4 Clasificacion Taxondmica de Colletotrichum lindemuthianum.
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REINO Fungi

Filo Ascomycota
CLASE Sordariomycetes
ORDEN | Phyllachorales
FAMILIA | Phyllachoraceae
GENERO | Collectotrichum

ESPECIE | C. lindemuthianum

Elaborado por: Andrade & Canales, 2021.

Fuente: (Peralta, 2013)
El rango de propagacion de este patdgeno depende del hospedante en el cual se

alberga (Rojo, et al., 2017).

Colletotrichum es un hongo fitopatdégeno causante de muchas enfermedades como
canceres, pudriciones entre otras dependiendo del hospedante. Los sintomas son visibles en la
planta y se presentan como lesiones semicirculares con hundimientos en forma de anillos. Y
su rango de accion es muy variado, es decir, esta presente en muchas variedades de plantas.

(Rojo, et al., 2017).

Esta enfermedad es de las mas importantes en el mundo y ataca a los cultivos
presentes en zonas tropicales y subtropicales con condiciones climaticas favorables para su
desarrollo, es decir, la precipitacion y humedad relativa alta, dando lugar a brotes epidémicos

en las plantas (Pérez, Saquero y Beltran, 2003).

2.9 PERDIDAS EN COSECHA

Colletotrichum lindemuthianum (Antracnosis), es una enfermedad que puede

ocasionar grandes pérdidas en cosecha de fréjol con cifras cercanas al 95% dependiendo de la
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variedad. Los sintomas se presentan como hundimientos circulares a lo largo de la vaina, en

los tallos se presentan como chancros que impiden el paso de los nutrientes (Vanegas, 2014).

La enfermedad también puede ocasionar dafios a la semilla decolorandola siendo este
un sintoma extremo dificil de percibir por sus caracteristicas asintomaticas, la cual es

preferible evitar, usando semilla certificada (VVanegas, et al., 2014).

La mejor manera de evitar las pérdidas de cosecha por C. lindemuthianum, es utilizar
variedades resistentes, que nos permitan adquirir ventajas econdémicas y ambientales

(Rodriguez et al., 2018).

De acuerdo a la informacidn consultada, las variedades con mayor y menor
susceptibilidad deben ser utilizadas segun la zona productiva y condiciones climaticas, con el

fin de evitar la propagacion de C. lindemuthianum.

2.10 RUDA

Clasificacion taxondmica

Tabla 5 Clasificacion taxonémica de Ruta graveolens.

REINO Plantae
DIVISION | Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Sapindales
FAMILIA | Rutaceae
GENERO | Ruta

ESPECIE | R. graveolens

Fuente: (Missouri Botanical Garden, 2009)

Elaborado por: Andrade & Canales, 2021.
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La ruda es originaria del sur de Europa y del Mediterraneo Oriental, actualmente es
cultivada en diversas partes del mundo. En Ecuador, la ruda es una especie introducida y esta
distribuida en muchos lugares de la Sierra, entre los 2500 y 3000 m.s.n.m., principalmente en
las provincias de Bolivar, Chimborazo, Pichincha, Tungurahua, Azuay, Cafiar y Cotopaxi

(Vacas et al., 2008).

La ruda es una planta aromatica que produce diversos metabolitos secundarios con

propiedades fungicidas (Bricefio et al., 2011).

Esta planta posee diferentes principios activos, pero el glucésido flavonoide rutina
(C27H300156) €s su principal componente, localizado principalmente en las hojas (Pernichi,

1998).

2.11 USOS Y PROPIEDADES DE LA RUDA EN LA AGRICULTURA

En el campo agricola, el extracto de ruda se emplea como insecticida natural en el
manejo de algunas plagas como saltamontes, insectos trozadores, hormigas y pulgones; como
nematicida y fungicida para controlar antracnosis y hongos resistentes; como desinfectante

natural de suelos y para combatir el gorgojo del maiz (Vacas et al., 2008).

2.12 EXTRACTOS VEGETALES

La tendencia mundial muestra que el uso de las plantas y los derivados obtenidos a
partir de estas, aumenta de manera considerable en el control de plagas y enfermedades
importantes, debido a que tienen la capacidad de sintetizar una gran diversidad de metabolitos
secundarios relacionados con diferentes mecanismos de defensa, muchos de estos con

propiedades antimicrobianas (Avalos y Carril, 2009).

Estos metabolitos tienen una funcién importante en la proteccion ante depredadores,
microorganismos patdgenos y herbivoros, asi como diversos tipos de estrés abidtico (Avalos y

Carril, 2009).
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Se ha evidenciado que las plantas tienen funciones bioldgicas y quimicas de defensa,
por lo que gran variedad de estos compuestos pueden tener actividad biologica sobre hongos

(Saravanakumar et al., 2015).

En el caso de la ruda, presenta compuestos fenolicos como los flavonoides, estan
presentes en el sistema de defensa de las plantas mediante la modificacion de tejidos
proporcionando: dureza o rigidez, toxinas que actian como repelentes, la inhibicion
enzimatica por oxidacion, algunas implicadas en procesos de transcripcion y reparacion del

ADN, generando muerte celular (Saravanakumar et al., 2015).

La actividad biologica de un extracto con respecto a un hongo varia en funcién de
forma de preparacion (solvente, seco, fresco, tiempo de almacenamiento, etc.), especie
botanica, 6rgano de la planta (raices, hojas, semillas, etc.), fecha de cosecha, entre otras

(Bettiol et al., 2014).

Singh (2014), nos menciona que mas de 2.500 especies de plantas poseen actividad
bioldgica contra algun tipo de plaga y enfermedad; sin embargo, inicamente del 1 al 10% de
las plantas descubiertas y evaluadas tienen un potencial de producir metabolitos secundarios

bioldgicamente activos contra plagas y enfermedades.

2.13 METODOS DE OBTENCION DE EXTRACTOS VEGETALES

Generalidades
Un extracto vegetal es una mezcla compleja de principios activos. Este puede ser
liquido, semisélido o en polvo y se puede obtener por procesos fisicos, quimicos y/o

microbiologicos, a partir de una fuente vegetal (UDELAR, 2001).

El proceso para obtener extractos vegetales es variable, de manera que, los

componentes se obtienen en conjunto al momento de extraer de los diferentes 6rganos tales
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como, raices, hojas, brotes, tallos, flores y frutos previamente triturados con un tamafio de

particula explicito y en contacto con cantidad determinada de solvente (Mesa et al., 2015).

Entre las técnicas de extraccion se encuentra la percolacion, el arrastre con vapor,
extractos acuosos, etanolicos, aceites esenciales. Posterior a la extraccion, la mezcla es
filtrada, el material insoluble es lavado con el mismo solvente y los filtrados se mezclan para

concentrar el extracto (Mesa et al., 2015).

Existen diferentes métodos de obtencion de extractos naturales, sin embargo, para este

estudio hemos seleccionado tres métodos, los cuales se detallan a continuacion.

a. Maceracion
La maceracion consiste en poner el material crudo con el grado de finura que
se crea conveniente, en contacto con el solvente, en recipientes o equipos cerrados,
protegiéndolos de la luz solar, a temperatura ambiente y por un tiempo que puede
variar entre horas o varios dias en maceracion. Se realizan agitaciones ocasionales
(Pérez, 2009).
Los solventes mas utilizados en la maceracion son: agua, glicerina o mezclas

hidroalcoholicas (Kuklinski, 2003)

b. Infusién
Este método se aplica con el uso de las partes blandas de la plata (hojas y
flores). Consiste en sumergir el material vegetal seco y molido, en agua a una
temperatura proxima a la de la ebullicion o menor, durante 1 a 2 minutos, después se

filtra (Cubides y Gonzalez, 2002).

c. Decoccion
El material vegetal se pone en contacto con agua y se lleva a ebullicion, se

mantiene durante 5 a 30 minutos. Generalmente se aplica este método usando partes
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lefiosas de la planta y el tiempo de coccion dependera de las caracteristicas de dicha

planta (Endara etal., 2008).

2.14 TRATAMIENTO QUIMICO PREVENTIVO

Comunmente la prevencion y el control de antracnosis y de otros patdgenos mas, se
lleva a cabo por medio de quimicos como el procloraz, oxicloruro de cobre, captan, ortocida,
carbendazin, clorotalonil, y la combinacién de sulfato ctprico y cal hidratada, cuya aplicacion
repetitiva de alguno de estos fungicidas puede generar resistencia en el patégeno (Aguilar et

al., 2013).

En la presente investigacion el tratamiento quimico que se emple6 es Oxicloruro de
cobre 50 PM. Este es un fungicida y bactericida excelente para tratar problemas con mildius,
alternaria, bacteriosis y antracnosis entre otros. Su accién es preventiva y protectora, de

aplicacion foliar.

Su dosis de aplicacién para este estudio sera de acuerdo a las recomendaciones del

fabricante.
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CAPITULO III:

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Zona de estudio

El presente estudio se Ilevo a cabo en el laboratorio de Fitopatologia e invernadero de

Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.

3.2 Disefio experimental

El estudio se bas6 en un disefio de bloques completamente al azar, con 20 tratamientos
y 4 repeticiones, con un total de 80 Unidades Experimentales (UE) y cada UE constituida de
diez (10) plantas de fréjol. Se sorted el orden los tratamientos y blogues, como se puede

observar en el siguiente gréafico (Gréfico 1):

[ Distribucion de los bloques ]

Blogue
1
Bloque
3 T7 T3 T3 T14 T20 T15 T12 T5 T10 T4 T6 T19 T11 T1 T16 T17 T18 T9 T2 T8
Bloque
4 T13 T4 T11 T8 T1 T20 T7 T6 T12 Ti6 T3 T2 T17 T14 5 T9 T19 T15 T18 T10

Bloque

Grdfico 1 Distribucion de bloques y tratamientos del disefio en campo.
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Los tratamientos T1, T2, T3...T18, estan constituidos por: la concentracion + método
de obtencidn + la variedad; el tratamiento 19 es el control quimico (Oxicloruro de cobre 50 PM)
y el tratamiento 20 es el testigo absoluto. En la siguiente tabla (Tabla 6) se puede apreciar la

distribucion de los tratamientos empleados.

Tabla 6 Tabla explicativa de la conformacidn de los tratamientos evaluados.

Unidades Bloques y
Tratamientos  Conformacion experimentales repeticiones

T1 C25%+Mm+V1 10 plantas ——
12 C25%+Mi+V1 10 plantas
T3 C25%+Md+V1 10 plantas
T4 C25%+Mm+V?2 10 plantas
T5 C25%+Mi+V?2 10 plantas
T6 C25%+Md+V2 10 plantas
T7 C50%+Mm+V1 10 plantas
T8 C50%+Mi+V1 10 plantas
T9 C50%+Md+V1 10 plantas
T10 C50%+Mm+V2 10 plantas Bloques y
T11 C50%+Mi+V2 10 plantas ——— repeticiones
T12 C50%+Md+V2 10 plantas 123y4
T13 C75%+Mm+V1 10 plantas
T14 C75%+Mi+V1 10 plantas
T15 C75%+Md+V1 10 plantas
T16 C75%+Mm+V2 10 plantas
T17 C75%+Mi+V2 10 plantas
T18 C75%+Md+V2 10 plantas

Oxicloruro de 10 plantas
T19 cobre
T20 Testigo absoluto 10 plantas ____~

En donde, "C" es la concentracion; "Mm, Mi y Md" (Mm: “maceracion”; Mi:” infusion”
y Md: “decoccion”) son los diferentes métodos de obtencion y "V1 y V2" son las variedades
(V1: "Canario" y V2. "Rayado"). Cada tratamiento consta de 10 plantas como unidad

experimental. Los tratamientos y blogues fueron sorteados.

3.3 Analisis de los datos:

Los resultados del estudio se analizaron mediante pruebas bondad de ajuste de

Kolmogorov Smirnov ya que son mas de 50 unidades experimentales, para verificar la
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normalidad de los datos . Demostranto normalidad de los datos, se realizaron ANOVAS y

pruebas de significancia de Tukey, mediante el software Infostat E20.

3.4 Materiales

3.4.1 Materiales fisicos

v Equipo de laboratorio (mandil, cofia, guantes y mascarilla).
v' Cajas Petri estériles.

v' Erlenmeyer.

v" Vasos de precipitacion.

v Mecheros.

v’ Tarrinas.

v Atomizadores.

v’ Gasa estéril.

v' Papel filtro.

v" Envases de vidrio.

3.4.2 Materiales biologicos

v Semillas de fréjol.

v" Bocashi.
35
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v

v

Cepas de Colletotrichum lindemuthianum.

Plantas de Ruta graveolens.

3.4.3 Materiales quimicos

v

v

v

v

Agua destilada estéril.
Oxicloruro de cobre 50 PM
Etanol 96 %.

Medio de cultivo PDA.

3.4.4 Equipos

v

v

v

Autoclave TUTTNAUER 3870 M

Camara de flujo laminar ESCOCLASS 11BSC
Camara de Neubauer. MARIENFELD

Refrigerador. INDURAMA

Microscopio NIKON

Incubadora MEMMERT IN 110

Balanza FISHER SCIENCE EDUCATION AFL204

Isoterm FISHER SCIENCE EDUCATION

3.4.5 Otros

v

Sustrato

v Agua corriente

3.5 METODOS

351

Labores pre culturales y culturales:

Francisca Andrade, Edisson Canales.

36



F% UNIVERSIDAD DE CUENCA

3.5.1.1 Preparacion del sustrato para siembra.

El sustrato constd de una mezcla de tierra con bocashi, cabe recalcar que el
ultimo se empled solo para brindar nutrientes para el crecimiento de la planta, ya que
siempre se ocupa enmiendas ya sea organicas o quimicas para el correcto desarrollo de
las plantas y como prevencién ante una posible deficiencia nutricional. En total para el
experimento fueron necesarios, 10 sacos (de 45 kg) de tierra y 4 sacos (de 45 kg) de

bocashi.

3.5.1.2 Siembra de semillas.

Se sembro el material vegetal de las dos variedades de Phaseolus vulgaris L.
en tarrinas plasticas de 1 litro. Se colocd tres semillas por tarrina, una vez que las
semillas emergieron y alcanzaron una altura de 5 cm, se procedio a ralear las

plantulas, dejando una sola planta por tarrina.

3.5.1.3 Riego.

El riego se realiz6 mediante el uso de regaderas, simulando la accién natural de
la lluvia, se regd a las plantas pasando un dia, asegurandonos que el sustrato siempre
permanezca himedo hasta la etapa final de la floracién, a partir de la etapa de llenado

de la vaina hasta la cosecha se procuré mantener el sustrato siempre himedo.

3.5.1.4 Control y limpieza de maleza.
Debido a que las plantas permanecieron en tarrinas, no hubo presencia
significativa de malezas; sin embargo, aquellas que se presentaron fueron eliminadas

manualmente.
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3.5.2

3.5.1.5 Tutoreo de la variedad de fréjol voluble.

Cuando las plantas de fréjol de la variedad bola canario; crecieron y dio inicio
a la elongacion del tallo, se procedio a ponerles un tutor, que consistio en el uso de
piolas, las cuales estuvieron sujetas a un alambre ubicado en la parte superior de las

mismas.

3.5.1.6 Cosecha

Se efectud en grano tierno o verde, cuando las vainas presentaron el llenado
méaximo de grano. Para la variedad de fréjol voluble bola canario (INIAP 426), los dias
que pasaron desde la siembra a la cosecha fueron de 147 dias y la arbustiva variedad

rayado (INIAP 429) a los 100 dias.

Aislamiento de Colletotrichum lindemuthianum.

Para obtener el patogeno en estudio, se procedio a aislar el mismo de una vaina que

mostré presencia de sintomas y signo de Colletotrichum. Posteriormente, con la ayuda de un

microscopio, se identifico el hongo aislado.

Luego, en una camara de bioseguridad tipo 11 se sembro el hongo aislado en medio

PDA y se colocd en una incubadora a 25°C, para luego que este crecié y esporul6

respectivamente, confirmar su identidad. De esta caja Petri se procedi6 a realizar una siembra

monosporal, cuyo crecimiento sirvio para replicar (multiplicar) posteriormente el hongo

patogeno.

353

Metodologia en base al cumplimiento de los objetivos planteados.

Objetivo especifico 1:
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Evaluar el método de obtencion, dosis y su eficiencia para prevenir

Colletotrichum lindemuthianum (antracnosis) en frejol.

Método:

Se evalud los métodos de obtencion del extracto de ruda, para ello se realizo la

metodologia para cada uno. Se explica detenidamente a continuacion:

3531 MACERACION

1)

2)

3)

4)

Se coloco el material vegetal (500 g, toda la planta picada finamente, excepto la raiz)
en el recipiente de boca ancha y se agregd 2 L de solvente etanol al 96 % y 1 L de
agua, con el objetivo de cubrirlo completamente.

Se reservo por 24 horas a temperatura ambiente, luego se procedié a decantar y filtrar
con papel filtro y gasas estériles. Se colocd nuevamente en el recipiente de boca ancha
para realizar un segundo filtrado.

Después de 24 horas del segundo filtrado se recopil6 el macerado en recipientes ambar
y se almaceno en el refrigerador a 4 °C.

El extracto filtrado se mantuvo almacenado en obscuridad a 4 °C hasta su uso.

Para este método de extraccion se utilizo frascos de vidrio de 1 L de capacidad para

reservar el producto macerado.
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3532  INFUSION
1) Para este método en primera instancia se realizo el secado del material vegetal, para
ello, se ejecutd con el método de secado natural, que consiste en atar el material boca
abajo durante un lapso de 7 a 8 dias.
2) Con el material seco y triturado se lo sumergié en agua a temperatura proxima a la
ebullicion, durante 15 minutos.
3) Una vez transcurridos los 15 minutos, se filtrd el material vegetal.

4) Finalmente se almacena en recipientes ambar de 1 L, en condiciones de 4°C hasta ser

usado.

3.5.3.3 DECOCCION

1) Selavo y se desinfect6 el material vegetal (500g, toda la planta picada finamente,
excepto la raiz).

2) Se triturd el material vegetal y se puso en contacto con agua en ebullicidn, se
mantiene durantel5 minutos en ebullicion constante.

3) Posteriormente se filtro el extracto y se reservd en recipientes ambar en

refrigeracion hasta el uso.

3.5.4 Dosificacion

Para determinar la efectividad del método se procedié a cumplir con la dosificacion

siguiente para todos los métodos de extraccion.

Las dosis que se aplico fueron del 25; 50 y 75% de concentracion de extracto de ruda

de cada método de obtencion, como se indica en la siguiente figura (Figura 1):
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gu— 250 ml de extracto + 750 ml de agua = 25%

» 500 ml de extracto + 500 ml de agua = 50%

750 ml de extracto + 250 ml de agua = 75%

Figura: 1 Dosificacion del extracto de ruda para los tres métodos de obtencién.

Elaborado por: Andrade & Canales, 2021.

3.5.5 Aplicacién de los tratamientos e inoculacion.

Se cumplié con el siguiente procedimiento:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Luego de dosificar, se procedié a colocar la solucion de los extractos en los
atomizadores.

Se aplico a toda la planta, tanto en el haz como en el envés de las hojas cuando estaban
en la etapa fenologica F6 y F7, es decir, en floracion y formacion del fruto.

Se realizo tres aplicaciones (una aplicacion cada siete dias).

Al mismo tiempo y con la misma frecuencia, se aplicé el tratamiento quimico testigo
Oxicloruro de cobre 50 PM (Polvo mojable) de accion preventiva.

El tratamiento quimico se aplicé con una dosis de 3 gramos por cada litro de agua. Esto
esta calculado de acuerdo a la recomendacion de la casa comercial.

Pasado un lapso de 48 horas de la Gltima (tercera) aplicacion de los tratamientos (tiempo
de asimilacion de los tratamientos en la planta) se procedio a inocular las plantas con el
hongo.

Se preparo6 el indculo. Para ello se siguid el procedimiento descrito a continuacion:
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8)

9)

7.1) Al momento en que el hongo Colletotrichum lindemuthianum, esporulo

completamente en las cajas Petri, se incremento el volumen de indculo, para ello, se

afiade 10 ml de agua destilada estéril a cada caja de Petri, se raspa la superficie del

medio para obtener la suspension de conidias.

7.2) Posteriormente, se procedio a filtrar a través de una doble capa de gasa estéril, para

extraer la masa del micelio y los restos de medio de cultivo (Awale et al., 2008).

7.3)  Se hizo un conteo de esporas, ajustando a 1.2x10° conidios mL™, en la camara
de Neubauer (Awale et al., 2008; Ferreira et al., 2008; Vega, 2011).

Finalmente se inoculd por aspersion a las hojas, por el haz y el envés (Gonzélez et al.,

2004; Awale et al., 2008).

Para el proceso detallado anteriormente, las plantas permanecieron en invernadero hasta

la evaluacion, es decir, hasta que cumplieron con su ciclo fenoldgico y estuvieron en la

etapa F8 (llenado de vaina y cosecha en verde) (Gonzalez et al., 2004; Awale et al.,

2008).

Objetivo especifico 2:

Analizar y determinar los costos que varian para cada uno de los métodos de

obtencidn y tratamientos en el estudio.

Método:

El analisis de los costos que varian o Ilamado también costos variables, se realizo

teniendo en cuenta Unicamente el precio para obtener cada uno de los tratamientos en estudio y

aforado a un (1) litro.
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3.6 DESCRIPCION DE LAS VARIABLES EVALUADAS:

Incidencia
Se contabilizé el nimero de plantas infectadas por el patdgeno en relacion al

total de la poblacion en estudio. Para ello; se empled la formula:

Plantas enfermas
- ! 100
Total de plantas
Severidad
Es un parametro que expresa la relacion de la enfermedad con el dafio que le
provoca al cultivo. Se calculd contabilizando el nimero de 6rganos afectados por

unidad experimental.
NUmero de hojas enfermas
Se contabiliz6 el nmero de hojas que presenten los sintomas visibles que
causa el patdgeno a la planta.
NuUmero de vainas enfermas

Se contabiliz6 el nimero de vainas enfermas.

NuUmero de granos enfermos
Se contabilizé los granos que presentaron los sintomas visibles de la

enfermedad.

Rendimiento en peso del grano en verde.
Una vez cosechado el grano en verde, se obtuvo el rendimiento que tiene el
cultivo, bajo la presencia de la enfermedad, tomando en cuenta los granos sanos de las

dos variedades en estudio.

Dias a la floracion y a la cosecha.
Se siguid el proceso del ciclo del cultivo, contabilizando el nimero de dias que
transcurren desde la emergencia hasta la floracion y la cosecha del grano en verde.
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Para ello se tomaron datos cuando el 50% de las plantas estuvieron en la etapa de

floracion y cuando el 50% de las plantas presentaron vainas bien estructuradas y

llenas.

Los dias que transcurrieron desde la siembra hasta la floracion para la variedad

Bola canario y Rayado, fueron de 90 y 60 dias respectivamente.

Para la variedad de fréjol bola canario (voluble), los dias que pasaron desde la

siembra a la cosecha fueron de 147 dias y la variedad rayado (arbustiva) a los 90 dias.

Francisca Andrade, Edisson Canales.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS

A continuacion, los resultados se presentan de acuerdo a las variables evaluadas y

objetivos especificos planteados.

4.1 Resultados del primer objetivo especifico.

La presencia de sintomas de antracnosis se observé a partir de los 15 dias posteriores a
la inoculacion (DPI). Los mismos aparecieron inicialmente en el envés de las hojas con una
tonalidad marron rojizo, cuyo incremento se dio a lo largo de las hojas viejas a jovenes y

posteriormente a tallos.

Para evaluar el método de obtencion, dosis y su eficiencia para prevenir
Colletotrichum lindemuthianum (antracnosis) en fréjol, se obtuvieron los siguientes

resultados.

4.1.1 Variable Incidencia
La variable “Incidencia”, presenté normalidad de los datos. EI ADEVA que se
presenta a continuacion, indica que existen diferencias significativas (p< 0,05) entre

tratamientos y bloques, con un valor de 0,0066 y 0,0490 respectivamente (Tabla 7).

Tabla 7 ADEVA de la variable "Incidencia.

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 215,58 22 9,80 2,42 0,0040
Tratamientos 181,74 19 9,57 2,36 0,0066
Bloques 33,84 3 11,28 2,78 0,0490
Error 230,91 57 4,05

Total 446,49 79
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La incidencia maxima se presento en el tratamiento testigo (T20), con una media del 75% de

plantas infectadas, seguido del tratamiento quimico (T19). Por el contrario, los tratamientos

10y 7 con valores de 13 y 18 %, respectivamente fueron los que presentaron un menor

porcentaje de incidencia, segun la prueba de significancia de Tukey al 0,05% (Gréfico 2).

Grafico 2 Diferencias entre tratamientos de la variable Incidencia.

INCIDENCIA (%)

34 S

AB AB B
AB

AB AB

AB

6 7 8 9 1011 12 1314 1516 17 18 19 20

TRATAMIENTO

4.1.2 Variable Severidad en hojas y tallos.

La variable “severidad” en hojas, presenté normalidad de los datos. En las tablas del

ADEVA, descrito a continuacién, indica que existen diferencias significativas (p< 0,05) entre

tratamientos (Tabla 8).

Tabla 8 ADEVA de la variable "Severidad” en hojas.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2,06 22 0,09 2,34 0,0052
Tratamientos 1,76 19 0,09 2,33 0,0074
Bloques 0,29 3 0,10 2,45 0,0727
Error 2,27 57 0,04
Total 4,33 79
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El anélisis de los resultados obtenidos en esta variable dejan ver una mayor severidad
en las hojas en el tratamiento testigo (T20). Por el contrario, el tratamiento 10 tuvo un menor

alcance de 6rganos afectados por el patdgeno (Gréfico 3)

0.951 AB AB B

0.421

0.151

SEVERIDAD N.DEHOJAS

172374 578 7T 689 111271314 1518 1718719 20
TRATAMIENTOS

Grafico 3 Diferencia entre tratamientos para la variable "Severidad" en hojas.

La variable “severidad” en tallos, presenté normalidad de los datos. EI ADEVA presentado a
continuacion, indica que existen diferencias significativas (p< 0,05) entre tratamientos (Tabla
9).

Tabla 9 ADEVA de la variable "Severidad" en tallos.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2,00 22 0,09 4,55 <0,0001
Tratamientos 1,97 19 0,10 5,18 <0,0001
Bloques 0,03 3 0,01 0,54 0,6572
Error 1,14 57 0,02
Total 3,14 79
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El anélisis de los resultados obtenidos en esta variable dejan ver una mayor severidad

en los tallos en el tratamiento testigo (T20). Por el contrario, el tratamiento 10 que

corresponde a la variedad INIAP 429 tuvo un menor alcance de 6rganos afectados por el

patdgeno (Gréafico 4).
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Gréfico 4 Diferencia entre tratamientos para la variable "Severidad en tallos".

4.1.3 Variable Numero de hojas afectadas

La variable “numero de hojas”, presentd normalidad de los datos. EIl ADEVA que se
presenta a continuacion, indica que existen diferencias significativas (p< 0,05) entre

tratamientos (Tabla 10) .

Tabla 10 ADEVA de la variable "Numero de hojas afectadas".

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 58468.88 22 2657.68  6.11 <0.0001
Bloques 4425.74 3 1475.25 3.39 0.024
Tratamientos 54043.14 19 2844.38 6.53 <0.0001
Error 2481051 57 435.27
Total 83279.39 79
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Se puede observar que el tratamiento T10 (maceracion 50% en la variedad INIAP 429), fue el
menos afectado, en tanto que el Testigo (T20) fue el de mayor afeccidn en éste 6rgano de la
planta.

Los valores de diferencias significativas, se pueden evidenciar en el siguiente grafico (Grafico
5).
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Gréfico 5 Diferencias entre tratamientos para la variable "Namero de hojas".

4.1.4 Dias a la floracién y a la cosecha.

Para evaluar esta variable, se tomaron datos cuando el 50% de las plantas estuvieron
en la etapa de floracion y cuando el 50% de las plantas presentaron vainas bien estructuradas
y llenas. Estos resultados estan ligados a los ciclos de produccion de cada variedad, siendo la
variedad INIAP 429 de un ciclo de produccion hasta cosecha en verde, temprano (90 dias),
tanto que, el ciclo de la variedad INIAP 426 es tardio (147 dias).

Ver (Grafico6y 7)
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Graéfico 6 Dias transcurridos desde la emergencia hasta la floracion para ambas
variedades en estudio.
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Gréfico 7 Dias trascurridos desde la emergencia de las plantulas, hasta la cosecha
en vaina verde de ambas variedades.
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4.1.5 Variable Rendimiento
La variable “rendimiento (gramos)”en base al peso de 100 granos , presento

normalidad de los datos. EI ADEVA que se presenta a continuacion, indica que existen

diferencias significativas (p< 0,05) entre tratamientos (Tabla 11).

Tabla 11 ADEVA de la variable "Rendimiento”.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4,32 22 0,20 2,45 0,0035
Tratamientos 3,62 19 0,19 2,37 0,0063
Bloques 0,70 3 0,23 2,92 0,0415
Error 4,57 57 0,08

Total 8,89 79

Los resultados obtenidos en la variable rendimiento dejan ver que el
Tratamiento T10 (INIAP 429) es el que presenta un mejor valor en gramos/ tratamiento, en

tanto que el T3 (INIAP 426) y T20 (ambas variedades) son los de menor rendimiento

alcanzado. La diferencia entre los distintos tratamientos se puede apreciar en el (Gréfico 8).

Francisca Andrade, Edisson Canales.
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Gréfico 8: Diferencias entre tratamientos para la variable "Rendimiento”.

4.2 Resultados del segundo objetivo especifico.

Para cumplir con el segundo objetivo especifico, “analizar y determinar los costos que
varian para cada uno de los métodos de obtencion y tratamientos en el estudio”, se efectu6 la
tabla de costos para cada tratamiento en estudio y se comparé con un valor establecido para
efectividad (Tabla 13). Se puede apreciar en la tabla (Tabla 12) a continuacién la

especificacion para los costos de produccién de un (1) litro de extracto..

Tabla 12 Especificacion de los costos para un (1) litro de extracto por tratamiento.

TRATAMIENTOS COSTO DE PRODUCCION
T1 6,87 $USD
T2 6,77 $USD
T3 6,67 $USD
T4 6,87 $USD
T5 6,77 $USD
T6 6,67 $USD
T7 6,98 $USD
T8 6,77 $USD
T9 6,67 $USD
T10 6,98 $USD
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T11 6,77 $USD
T12 6,67 $USD
T13 7,08 $USD
T14 6,77 $USD
T15 6,67 $USD
T16 7,08 $USD
T17 6,77 $USD
T18 6,67 $USD
T19 6,64 $USD
T20 0,00 $USD

Se establecid una valoracion para el parametro de efectividad, lo mencionado se presenta en la
tabla a continuacion:

Tabla 13 Valoracién para el parametro de efectividad.

VALOR DESCRIPCION PORCENTAIJE %
6 Excelente 76-100
5 Notable 61-75
4 Satisfactorio 46-60
3 Regular 31-45
2 Marginal 16-30
1 Insatisfactorio 0-15

Fuente Andrade & Canales 2021.

Analizando los valores obtenidos, a continuacion, se presenta un grafico explicativo de
la relacion costo-efectividad, que varia de acuerdo a los diferentes tratamientos de los métodos
de obtencion de los extractos. Para tomar los valores de efectividad, se ha basado en los
porcentajes de rendimiendo para cada tratamiento, siendo el tratamiento (T10), el que alcanz6
un mayor porcentaje de efectividad en base al rendimiento alcanzado, por ende, el que resultd

mas efectivo, se puede apreciar en la tabla a continuacion (Tabla 14):
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Tabla 14 Porcentaje de efectividad en base al rendimiento alcanzado por las plantas en cada
tratamiento.

RENDIMIENTO PORCENTAJE DE

TRATAMIENTOS © EFECTIVIDAD VALORACION
Tl 32.0 54.08% 4
T2 22.9 38.61% 3
T3 11.8 19.94% 2
T4 47.2 79.68% 5
TS5 39.5 66.67% 5
T6 33.5 56.65% 4
T7 29.5 49.77% 4
T8 21.0 35.53% 3
T9 13.2 22.22% 2
T10 59.2 100.00% 6
T11 355 59.95% 4
T12 38.8 65.48% 5
T13 26.8 45.33% 4
T14 23.9 40.30% 3
T15 20.4 34.47% 3
T16 43.6 73.72% 5
T17 41.8 70.68% 5
T18 46.4 78.33% 5
T19 46.2 77.99% 6
T20 8.5 14.32% 1
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El ADEVA (Tabla 15) realizado para el analisis de costos variables, no muestra
diferencias significativas, sin embargo, mediante el siguiente grafico (Grafico 9) se puede
observar que, si existen diferencias numéricas entre los diferentes tratamientos, frente a la

efectividad de los mismos.

Tabla 15 ADEVA de los costos variables.

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 80.5 7 11.5 11.5 0.0823
COSTO 80.5 7 11.5 11.5 0.0823

Error 2 2 1

Total 82.5 9

14.00
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=

Costos de produccion
=

=

Grafico 9 Relacién "Costo-efectividad"

En el gréfico presentado se puede evidenciar los valores correspondientes a cada
tratamiento, en donde, el tratamiento 10 (INIAP 429) tiene una efectividad de “6”

(“Excelente”: 76-100%), con un costo de 6,98 $USD, al igual que el quimico, con una
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efectivo como el tratamiento 10, “maceracion 50% en la variedad INIAP 429 (V2)”, Sin

embargo, se busca una alternativa para la prevencién quimica de esta enfermedad en estudio.

CAPITULOV
DISCUSION
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Segun los resultados obtenidos, en la variable “Incidencia”, reflejan que los
tratamientos con contenido etanolico, son los que presentaron una mayor proteccion ante C.
lindemuthianum. Resultados que se corrobora con un estudio realizado por Reyes (2014), en
el cual se menciona que uno de los extractos que mejor ha resultado como tratamiento en su
investigacion (Efecto de los extractos naturales en el crecimiento micelial de Trichoderma),
es el obtenido de la Ruda (Ruta graveolens) siendo el més eficaz de entre los diferentes

tratamientos.

Segun Naveda (2010), la actividad antimicrobiana de un extracto de ruda diluida en un
solvente etanolico es mayor que la de un extracto diluido en un medio acuoso; estudio que
corrobora los resultados presentados, en donde, se observa que los extractos en base a la
infusion y decoccion son los que mayor incidencia presentaron después del tratamiento testigo
absoluto. Segun Lopez (2006), los extractos acuosos de ruda no presentaron diferencias
significativas en el crecimiento radial de conidias; sin embargo, los extractos etandlicos
inhibieron mas el crecimiento de C. musae y B. cinerea que los fungicidas quimicos y testigos

absolutos.

En cuanto a la variable “severidad” se presentd con mayor agresividad en el
tratamiento testigo absoluto; en tanto que en, el tratamiento (T10) de maceracion al 50% en la
variedad INIAP 429 tuvo un menor alcance en los érganos afectados por el patgeno, es decir
que, hubo la presencia de sintomas de C. lindemuthianum en hojas y tallos, pero no tuvo

mayor alcance en vainas y semillas.

Debido a que la mayor severidad de la enfermedad, se manifiesta en la floracion y
formacion del fruto, se considera que existen reducciones significativas en el rendimiento,
cuando la enfermedad se presenta en el cultivo (Venegas, J., 2002), mencion que refleja los
resultados obtenidos, en donde el tratamiento (T3) de extracto en base a la decoccion,
variedad INIAP 426, tuvo un menor rendimiento; sin embargo el tratamiento de maceracion al
50% (“T10” INIAP 429) fue el que mayor rendimiento alcanzo, seguido del tratamiento

qguimico en ambas variedades.

Por lo tanto, el control alternativo de enfermedades mediante el uso de extractos de
plantas, es una practica muy conocida y utilizada en campo, bajo ciertos parametros,
basandose esencialmente en la reduccién de la cantidad del inoculo o en la actividad

patogénica (Celis, 2007).
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Los extractos de alcohol y agua de Piper nigrum, Ocimum sanctum y Citrus limon
fueron efectivos contra Colletotrichum lindemuthianum en cultivos y experimentos de campo

al verificar la incidencia y propagacion de la enfermedad (Amadioha, 2003).

En la investigacion realizada por Andrade, Souza y Oliveira (2010), demuestra que, en
condiciones de invernadero, los extractos de M. argyrophylla 'y O. vulgare provocaron las
mayores reducciones (41,82% y 37,65%, respectivamente) en la gravedad de la enfermedad
cuando se llevo a cabo un ensayo de efecto local. Consecuentemente, se deben realizar
estudios futuros con especies de plantas que aporten propiedades antifingicas para desarrollar
nuevos productos para la prevencion de la antracnosis del fréjol.

Garcia, et al., (2021), mencionan que el extracto metandlico de P. icosandra mostré la
mayor efectividad bioldgica in vitro contra el hongo C. gloeosporioides. Por lo tanto, fue el
unico que se evallo durante el periodo de floracion y en postcosecha. La efectividad del
extracto metandlico en la etapa de floracidn fue 60-70%, donde las flores mostraron necrosis
y pudricidn y 71.4% en el control de antracnosis en los frutos postcosecha. Estos resultados
son semejantes a los obtenidos en el presente estudio, en donde se evidencid que los extractos
en base a la maceracién, fueron los tratamientos que mayor respuesta dieron en cuanto a la

prevencion de C. lindemuthianum en fréjol.

Los resultados de la variable dias a la floracién (DAF) indican que la variedad INIAP
426 tuvo una duracion de dias transcurridos desde la siembra hasta la floracion de 90 dias,
mientras que la variedad INIAP 429, 60 dias transcurridos desde la siembra hasta la floracion.

Lo indicado concuerda con la mencién de Cevallos (2007), en donde nos dice que la
diferencia en los DAF demostrada en los diferentes genotipos, esta directamente afectada por
el habito de crecimiento; las variedades de habito Il (volubles), emiten guias lo cual provoca
un prolongamiento de su periodo de floracion. Mientras que las variedades de habito |
(arbustivas) no emiten guias, acortando asi el periodo de floracion. De manera que las
variedades que menos dias transcurren hasta la floracion, también tienen el mismo
comportamiento para la variable “dias a la cosecha”, que en este caso correspondieron a 147y
90 dias para la variedad INIAP 426 e INIAP 429 respectivamente.

Guevara, et al., (2003) mencionan que C. lindemuthianum, provoca pérdida de peso de
los granos, disminucion en la firmeza de la vaina y mayor variacion de color, lo cual se
confirma con los resultados de rendimiento alcanzados en esta tesis, ya que se pudo observar

que evidentemente, hubo una reduccién del peso y rendimiento del grano por la presencia de
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la enfermedad en el cultivo, teniendo una produccion relativamente baja, ya que segun el
INIAP (2014), el peso de 100 granos tiernos de INIAP 426 es de 100 a 110 g, en tanto que el
rendimiento alcanzado en esta investigacion es de 59,2 g en el tratamiento que mejor peso
alcanzo. Por otro lado; el 6ptimo rendimiento alcanzado para la variedad INIAP 429 segln
INIAP (2014) es de 85 a 100 g, frente a un peso de 54,08 g, de la variedad mencionada,

alcanzados en esta investigacion.

Aun sin existir estudios similares realizados sobre la actividad de la ruda en la
prevencion de C. lindemuthianum en fréjol, los resultados del presente estudio, indican que
los posibles responsables del efecto antiflngico del extracto puede deberse a la presencia de
los metabolitos secundarios existentes en la planta tales como: alcaloides, flavonoides, aceites
esenciales y cumarinas, se menciona también en un estudio realizado por Reyes et al., (2014),
ya que conocido que los metabolitos secundarios de las plantas juegan un papel importante en

la proteccion de ataques de patdgenos de diversas especies.

Ademas, el efecto antimicdtico sobre el crecimiento de C. lindemuthianum puede ser
atribuido a la presencia de compuestos fendlicos en los extractos en base a la maceracion usados

en la investigacion, lo cual ratifica Obasa et al., (2007).

Estos resultados inhibitorios pueden deberse a compuestos con propiedades antifungicas
provenientes de la planta R. graveolens, que tienen el efecto de inhibir la germinacion y la
velocidad de crecimiento de conidias de ciertos hongos patdgenos (Oliva et al., 2003; Hale et
al., 2004).

En cuanto a la evaluacién de los costos que varian para cada tratamiento, de acuerdo a
los resultados obtenidos, se puede comparar entre el tratamiento T10 (maceracién al 50%, var.
INIAP 429) y el T19 (Oxicloruro de cobre 50 PM), ambos con una efectividad valorada en
“6” (Excelente: 76- 100%), sin embargo; los costos varian entre 6,98 $USD y 6,94 $USD para
los dos tratamientos mencionados respectivamente, lo cual indica que el tratamiento quimico
fue 0,4 ctvs. mas econdmico que la maceracion al 50%, no obstante; en los resultados de las
demas variables evaluadas, se pudo evidenciar que el “T19” no fue tan efectivo como el
“T10”, ademas de que, con la presente investigacion se busca una alternativa de prevencion
de C. lindemuthianum en base a métodos de obtencion de extractos naturales, pudiendo
afirmar que la prevencion en base a la maceracion al 50% en la variedad INIAP 429 en

condiciones de invernadero, resulté efectiva frente a la presencia del patdgeno.
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- Segun los resultados obtenidos, el extracto de ruda del tratamiento 10 (INIAP 429), resulta
ser una opcién de gran potencial para la prevencion de C. lindemuthianum en Phaseolus

vulgaris en cultivo bajo invernadero, ya que los resultados indican que R. graveolens si tiene

un efecto inhibitorio en el crecimiento y esparcimiento de la enfermedad.

- Se pudo comprobar que el extracto acuoso de ruda si actud sobre el crecimiento, desarrollo y
diseminacion de C. lindemuthianum en el cultivo de fréjol, lo cual se pudo observar tanto a
nivel de la incidencia y severidad del patdgeno en estudio; sin embargo, el proceso del
extracto etandlico en la variedad INIAP 429, resultando tan efectivo como el tratamiento

preventivo, Oxicloruro de cobre 50 PM.

- Debido al tiempo de exposicion de ambas variedades a la enfermedad, se evidencid que la
variedad que mayor incidencia y severidad presento, fue la INIAP 426, frente a la INIAP 429
que tuvo menor presencia de sintomas visibles y menor dafio, por ende alcanzé mayor

rendimiento.

- El rendimiento fue directamente afectado por la agresividad de la enfermedad y su
expansion en el cultivo bajo invernadero, comprobando gue los tratamientos de maceracion al
50% en ambas variedades evaluadas, resulto ser el mejor y por lo tanto, tuvieron un mayor
rendimiento (g) tanto asi que, la variedad INIAP 429 tuvo mayor rendimiento que la variedad

INIAP 426.

- En cuanto a los costos variables, el tratamiento 10 (INIAP 429) y tratamiento quimico,

tienen una excelente efectividad, con un costo de 6,98 $USD y 6,94 $USD respectivamente.
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RECOMENDACIONES

v Se recomienda que deben continuar los estudios en esta area. Estos resultados indican
que el extracto de ruda representa una alternativa potencial para el manejo de C.
lindemuthianum, por lo tanto, es necesario que se investigue mas en otras variedades y
en diferentes condiciones ambientes.

v" Estudiar los compuestos quimicos de la ruda que posiblemente estan actuando como
antifngicos.

v' Evaluar diferentes métodos artesanales que permitan optimizar la accién antiflngica
de la ruda para su uso a nivel de pequefios y medianos productores.

v" Realizar estudios con diferentes dosis de los “extractos” de ruda.
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ANEXOS

Anexo 1 Prueba de significancia para la variable Incidencia.

TRATAMIENTOS MEDIAS n E.E. RANGOS

T10 0,13 4 0,10 A
T7 0,18 4 0,10 A
T16 0,25 4 0,10 A B
T4 0,28 4 0,10 A B
T13 0,30 4 0,10 A B
T1 0,35 4 0,10 A B
T6 0,35 4 0,10 A B
T2 0,38 4 0,10 A B
T19 0,40 4 0,10 A B
T18 0,43 4 0,10 A B
T5 0,45 4 0,10 A B
T17 0,45 4 0,10 A B
T11 0,48 4 0,10 A B
T3 0,48 4 0,10 A B
T12 0,50 4 0,10 A B
T15 0,53 4 0,10 A B
T8 0,55 4 0,10 A B
T14 0,58 4 0,10 A B
T9 0,63 4 0,10 A B
T20 0,75 4 0,10 B

Anexo 2 Prueba de significancia de la variable severidad en hojas.

Error: 0,0399 gl: 57

TRATAMIENTOS MEDIAS n E.E. RANGOS

T10 013 4 0,10 A

T7 018 4 0,10 A

T16 025 4 0,10 A B

T4 028 4 0,10 A B

T13 030 4 0,10 A B

T1 035 4 0,10 A B

T6 035 4 0,10 A B

T2 038 4 0,10 A B

T19 040 4 0,10 A B

T18 043 4 0,10 A B

T5 045 4 0,10 A B
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T17 0,45 4 0,10 A B
T11 0,48 4 0,10 A B
T3 048 4 0,10 A B
T12 050 4 0,10 A B
T15 053 4 0,10 A B
T8 055 4 0,10 A B
T14 058 4 0,10 A B
T9 063 4 0,10 A B
T20 0,75 4 0,10 B
Anexo 3 Prueba de significancia de la variable Severidad en tallos.

Error: 0,0200 gl: 57

TRATAMIENTOS MEDIAS n E.E. RANGOS
T10 0,00 4 0,07 A

T16 008 4 0,07 A

Tl 008 4 0,07 A

T13 0,10 4 0,07 A

T2 0,10 4 0,07 A

T4 0,10 4 0,07 A

T17 015 4 0,07 A B

T18 015 4 0,07 A B

T19 015 4 0,07 A B

T5 015 4 0,07 A B

T6 0,18 4 0,07 A B

T11 023 4 0,07 A B

T14 025 4 0,07 A B

T7 025 4 0,07 A B

T12 028 4 0,07 A B

T15 028 4 0,07 A B

T8 03 4 0,07 A B C
T3 03 4 0,07 A B C
T9 048 4 0,07 B C
T20 0,70 4 0,07 C

Anexo 4 Prueba de significancia para la variable Numero de hojas afectadas.

Error: 435.2721 gl: 57
TRATAMIENTO MEDIAS n E.E. RANGOS
10 6.75 4 1043 A
7 9.5 4 1043 A B
1 29.25 4 1043 A B C
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4 29.5 4 1043 A B C
16 29.5 4 1043 A B C
19 29.5 4 1043 A B C
13 32.25 4 1043 A B C
6 39.5 4 1043 A B C D
17 45.25 4 1043 A B C D
15 49.75 4 1043 A B C D E
8 51 4 1043 A B C D E
11 53.5 4 1043 A B C D E
3 61 4 1043 A B C D E
5 62 4 1043 B C D E
18 68.75 4 1043 C D E
9 73.75 4 1043 C D E
2 81.75 4 1043 C D E
12 87.75 4 1043 D E
14 88.75 4 1043 D E
20 102.75 4 10.43 E
Anexo 5 Prueba de significancia para la variable Rendimiento.
Error: 0,0802 gl: 57
TRATAMIENTOS MEDIAS n E.E. RANGOS

3 0,90 4 0,14 A

20 0,92 4 0,14 A B

9 1,09 4 0,14 A B C

8 1,20 4 0,14 A B C

15 1,29 4 0,14 A B C

2 1,33 4 0,14 A B C

14 1,33 4 0,14 A B C

7 1,36 4 0,14 A B C

13 1,42 4 0,14 A B C

1 1,45 4 0,14 A B C

19 1,49 4 0,14 A B C

11 1,49 4 0,14 A B C

16 1,49 4 0,14 A B C

12 1,51 4 0,14 A B C

6 1,51 4 0,14 A B C

17 1,52 4 0,14 A B C

5 1,52 4 0,14 A B C

18 1,55 4 0,14 A B C

4 1,64 4 0,14 B C

10 1,73 4 0,14 C
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Preparacion del sustrato.

Inspeccion del crecimiento y riego de las Raleo de plantulas.
plantulas.
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Aislamiento e identificacion de C. Siembray replicacién de la cepa de C.
Lindemuthianum Lindemuthianum

Incremento del in6culo.

Preparacion de la infusion. Preparacion de la decoccion.
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Producto de la primera filtracion del Almacenamiento de los diferentes

macerado.

métodos de lobtencic’)n del extracto._

Conteo y ajuste de esporas con la cdmara de Establecimiento de los tratamientos.
neubauer.

Inoculacion del patogeno.

Aplicacion de los tratamientos
preventivos.
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Sistema de tutoreo de la variedad INIAP 426.

Cosecha variedad INIAP 429 Cosecha variedad INIAP 426.
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