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RESUMEN

En la presente tesis se evalud la eficiencia de los extractos etandlicos de Allium sativum,
Allium cepa y Zingiber officinale sobre el crecimiento micelial del hongo Fusarium
verticillioides, dicho fitopatdgeno tiene el poder de infectar y provocar marchitez en cultivos
del vegetal Zea mays. Se utilizé la técnica de dilucion en agar, se hicieron 5 repeticiones por
extracto y dosis, los cuales fueron medidos en 3 diferentes tiempos, ademas se utilizo el
disefio experimental ANOVA de dos factores con un nivel de significancia de o= 0.05. El
extracto etanolico del Allium sativum present6 una inhibicion en el crecimiento micelial del
hongo en un 100 % con la dosis al 13 %(V/v), siendo su menor inhibicidn en el crecimiento
micelial promedio de 76.05 % con la dosis al 11 %(V/v) en el dia 5. El extracto etandlico de
Allium cepa inhibi6é en un 100% al hongo con la dosis al 10 %(V/v) en sus tres dias de
medicion, siendo su menor inhibicion en el crecimiento micelial promedio de 48.72 % al 6
%(VIVv) en el dia 5 y el extracto etandlico del Zingiber officinale el cual tuvo un mejor rol en
cuanto al efecto fungico logro inhibir en un 100 % con la dosis al 8 % (V/v) en sus tres dias
de medicidn, siendo su menor inhibicion en el crecimiento micelial promedio de 76.98 % al
6 %(V/Vv). Los extractos etandlicos de vegetales estudiados dan la apertura a un modo de

biocontrol de hongos fitopatdgenos en la agricultura convencional e industrializada.

Palabras claves: Allium sativum, Allium cepa y Zingiber officinale, fitopatdgeno, micelial,

biocontrol.
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ABSTRACT

In the present work the efficiency of the ethanolic extracts of Allium sativum, Allium cepa
and Zingiber officinale was evaluated on the mycelial growth of the fungus Fusarium
verticillioides, said phytopathogen has the power to infect and cause disease in Zea mays
crops. The agar dilution technique was used, 5 repetitions were made by extract and dose,
which were measured in 3 different times, in addition to the two-factor ANOVA
experimental design with a level of significance of a = 0.05. The ethanol extract of Allium
sativum showed an inhibition in the mycelial growth of the fungus in 100% with the dose at
13% (V/v), being its lower inhibition in mycelial growth an average of 76.05% with the dose
at 11% (V/v) on day 5. The ethanol extract of Allium cepa inhibited the fungus 100% with
the dose at 10% (V / v) in its three days of measurement, being its lower inhibition in the
average mycelial growth from 48.72% to 6% (V / v) on day 5 and the ethanolic extract of
Zingiber officinale which had a better role in terms of the public effect inhibit in 100% with
the dose at 8% (V / V) in Its three days of measurement, being its lower inhibition in mycelial
growth average of 76.98% to 6% (V / v). The ethanolic extracts of the plants studied give
the opening to a way of biological control of phytopathogenic fungi in conventional and

industrialized agriculture.

Keywords: Allium sativum, Allium cepa and Zingiber officinale, phytopathogen, mycelial,

biocontrol.
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I. INTRODUCCION

1.1. Realidad Problematica

La agricultura convencional asi como la industrial se ha visto perjudicado por el desarrollo
de grandes plagas fitopatdgenas, los cuales alteran el crecimiento en el desarrollo del cultivo
generando productos de baja calidad e incluso mortalidad del cultivo, lo cual implica realizar
practicas de remediacion de accion genocida mediante agroquimicos, tal como sefiala
Gonzales (2014) menciona que; los plaguicidas han ayudado a contribuir con el desarrollo
intacto de los productos alimentarios y fibras de manera mas factible, abundante, econémica
y eficaz, pero su uso descontrolado ha conllevado a graves consecuencias de resultados
contradictorios, por una parte ha logrado impedir apariciones de enfermedades fitosanitarias

gue actualmente ocasionan graves problemas a nivel agroindustrial.

A su vez este tratamiento fitosanitario produce impactos ambientales y riesgos en la salud
humana debido a sus diferentes compuestos quimicos (ingredientes activos) que presentan
en sus categorias y objetivo bioldgico a tratar logrando ser muy toxicos, asi como sefialan
Del Puerto, Suarez y Palacio (2014) que; el uso inadecuado por parte del hombre conlleva a
que estos quimicos se dispersen en el medio ambiente y se conviertan en contaminantes para
los sistemas bioticos(fauna y flora) y abioticos (aire, suelo y agua) perjudicando su equilibrio
y representando una amenaza para la salud humana. Por otro lado se deduce que los
plaguicidas sintéticos interactian a corto plazo sobre el medio ambiente aledafio donde son
aplicados para su depredacion perjudicando todo componente vivo a su paso, asi como
contribuir con la aniquilacion de diversos organismo sensibles a su exposicion que pueden

ser beneficiosos para el ataque de plagas enemigas.

Mayormente una de las plagas fitopatdgenas que perjudican al cultivo del Zea Maiz (maiz)
es la fusariosis provocado por el hongo Fusarium verticillioides, causando marchitez debido
al impedimento del fluido de agua y nutrientes en su estructura anatomica de la especie,
ocasionada por una infeccion vascular del vegetal en el que el hongo ataca directamente de
la raiz y termina por hospedarse en el tallo formando colonias fungicas que la conllevan a la
muerte. De acuerdo con Jiménez et al (2012) nos aclara que; dentro de las enfermedades
provocadas por esta clase, las mas relevantes son las del tipo vascular, estas al traslocar el
transporte de agua y minerales esenciales a traves del cuerpo del hospedero producen

sintomas como marchitamiento, decaimiento y amarillamiento.
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Por otro lado esta enfermedad esta causando grandes pérdidas econémicas a nivel mundial
debido que es capaz de causar la mortalidad de un cultivo hasta en un 90%, la marchitez por
fusarium es una de las enfermedades mas letales del banano y otros cultivos en todo el
mundo, ha provocado pérdidas en varias agroindustrias de diferentes continentes (Asia,
Africa, Medio Oriente) levantando preocupaciones en la amenaza para la produccién y
comercio de este cultivo popular. (FAO, 2016).

Sin embargo aun no se ha encontrado un plaguicida de origen vegetal que pueda intervenir
en el crecimientos del Fusarium verticillioides, en la mayoria de estudios relacionadas a este
tema se han enfocado a otros géneros de hongos, ademas de que las concentraciones
proporcionadas en temas de eficiencia de extractos o aceites esenciales no ha mostrado un
control con precision en sus evaluaciones, motivo por el cual preocupa a los investigadores.
Segun Pino, Sanchez y Rojas (2013) mencionan que existen muchos acontecimientos sobre
la actividad biol6gica de sustancias presentes en los vegetales, pero dichos compuestos
activos no se han experimentado en la mayoria de casos, ademas, la informacién que brindan
algunos autores solo se relacionan con el uso medicinal, puesto que se deberian realizar mas
investigaciones cientificas desde un panorama ecoldgico — quimico para contribuir con

alternativas en nuestros agroecosistemas.

Actualmente el huerto Santa Juana perteneciente al distrito de Paramonga, ubicado en la
provincia de Barranca en el departamento de Lima, se ha visto perjudicada en gran parte de
sus parcelas por este fitopatégeno del genero fusarium, los pobladores aledafios que se
benefician en las practicas diarias por estos insumos y que de una forma se abastecen
econdmicamente mediante el comercio de sus productos alimentarios, han tenido un
desequilibrio en el bienestar, conllevando a realizar practicas de remediacion quimica o
guemas de cultivos, contrayendo impactos a la salud y medio ambiente , asi mismo este
huerto se encuentra limitado con las cosechas agronémicas de cafia de azucar pertenecientes
a la Industria “Paramonga”, en el que se especula que se da un mal mantenimiento de sus
cultivos, se sospecha que debido a ello en los Ultimos afios se ha incrementado el numero de

manifestaciones de estas enfermedades que actualmente estan resistiendo en el medio.
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1.2. Trabajos previos

1.2.1. Antecedentes del &mbito internacional

Rodriguez et al (2015) en su investigacion; Efecto antifingico de extractos fenolicos y de
carotenoides de chiltepin (Capsicum annum var. glabriusculum) en Alternaria
alternata y Fusarium oxysporum. (Antifungal effect of phenolic and carotenoids extracts
from chiltepin (Capsicum annum var. glabriusculum) on Alternaria alternata and Fusarium
oxysporum). Se analizo el efecto de extractos fenolicos y de carotenoides provenientes de
frutos de chiltepin sobre el desarrollo miceliar y de formacion de conidios de Alternaria
alternata y Fusarium oxysporum. Para llevar a cabo el control del hongo se realiz6 el método
de dilucién de extracto en agar, colocando 50 uL de cada extracto fendlico al igual que el
carotenoides a una concentracién 100 mg/ml, en donde se midieron al tercer y quinto dia
tratamiento, del mismo modo que se contd con testigos para su posterior calculo en
porcentajes de inhibicion miceliar. Como resultado se obtuvo que los extractos fendlicos
presentaron eficiencia en la inhibicidn del crecimiento miceliar del Alternaria alternata en
un 38,46 % y disminuyeron de modo significante la germinacion de conidios al quinto dia,
en cuanto al Fusarium oxysporum no se observaron muchos cambios en el crecimiento
micelial pero si en la disminucién del desarrollo de conidios logrando alcanzar un 85% en
relacién al testigo. Los extractos de cateranoides presentaron inhibicién en el crecimiento
micelial del Fusarium oxysporum en un 38.5 % y en el desarrollo de conidios en un 85.3 en

relacion al testigo.

Gonzales et al (2015) en su estudio; “Evaluacion in vitro de la actividad antifungica de
extractos de Agave (Agave scabra, Salm Dyck) contra hongos postcosecha” (“In vitro
evaluation of antifungal activity of Agave (Agave scabra, Salm Dyck) extracts against post-
harvest mushrooms™). Se determinoé el efecto fiungico de extractos acuosos y etandlicos del
Agave en el desarrollo de hongos filamentosos altamente infecciosos, en donde los hongos
fueron extraidos de la papa y tomate. Para determinar su actividad antifungica se utilizé la
técnica de difusion de disco en agar y la de dilucion del extracto en agar. Su resultado mas
efectivo fue por parte del extracto etanolico contra el Botrytis cinérea y Mucor sp., y por el
método de dilucion del extracto en agar también inhibio el desarrollo de Botrytis cinérea,

Mucor sp y Penicillium sp.
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Jasso et al (2017) en su investigacion, “Actividad antifingica in vitro de etanol y extractos
acuosos de hojas y ramas de Flourensia spp. contra hongos postcosecha” (“Antifungal
activity in vitro of ethanol and aqueous extracts of leaves and branches of Flourensia spp.
against postharvest fungi”). Tuvo la finalidad de evaluar el efecto antifungico de extractos
etanolicos y acuosos de la especie Flourensia spp contra hongos fitopatogenos. Los
resultados fueron eficaces en la inhibicion del crecimiento micelial del Fusarium oxysporum
y Rhizopus stolonife por parte de los extractos etandlicos de Fluorensia spp en comparacion
a los extractos acuosos del vegetal. Se concluye que los extractos etandélicos tienen actividad

antifungica llegando al punto de sustituir a los fungicidas quimicos.

Aguirre et al (2012) en su investigacion; “Obtencidn y evaluacion in vitro de la eficiencia de
extractos con principios activos de eucalipto (Eucalyptus globulus), ajo (Allium sativum) y
crisantemo (Chrysanthemum cinerariaefolium) como fungicidas naturales para el control de
Botrytis cinerea, Phragmidium mucronatum y Sphaerotheca pannosa presentes en el cultivo
de rosas organicas”. Se analiz0 la actividad anti fangica in vitro de extractos vegetales donde
fueron obtenidos a través de hidrodestilacion y maceracion con etanol al 96%, mediante 4
concentraciones (25, 50, 75 y 100% V/V) usando como diluyente alcohol. Los extractos que
mejor eficiencia mostraron contra el Botrytis cinérea fueron el extracto alcohdlico de
eucalipto (100%), el extracto etanolico del ajo (75% y 100%) y el extracto etandlico de
crisantemo (25% y 50%). Los extractos que mostraron mejor eficiencia fungicida contra el
Phragmidium mucronatum fueron los extractos hidrodestilados de eucalipto(25%,50% y
75%), extracto etanolico de ajo (50% y 100%) y crisantemo (100%), y contra el
Sphaerotheca pannosa fueron los extractos hidrodestilado de eucalipto (50% y 75%),
extracto etanolico de eucalipto (100%), extracto alcohélico del ajo(100%) y extracto
alcohdlico de crisantemo (100%).

Xing et al (2014) en su estudio; “Inhibicion del crecimiento y alteraciones morfoldgicas de
Fusarium verticillioides por aceite de canela y cinamaldehido.” (“Growth inhibition and
morphological alterations of Fusarium verticillioides by cinnamon oil and
cinnamaldehyde”). De determino el poder inhibidor de los aceites esenciales extraidos de
vegetales. El aceite de canela demostro ser el mas efectivo en cuanto a la inhibicion en el
crecimiento del F. verticillioides ya que el control no sobrepaso de los rangos de 1.1 +- 0.1

cm entre los dias 6 y 20, seguido del aceite esencial de menta, anis, eugenol y eucalipto.
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Fajardo, Gonzales y Castafio (2013) en su investigacion; “Estudio de extractos vegetales en
la inhibicion de la liberacidn de zoosporas de Spongospora subterranea f. sp. subterranea”.
Se analizd que extracto de origen vegetal y la dosis que logra inhibir en la formacion de
zoosporas, con la finalidad de usar los extractos para el dominio e inhibicidén de Spongospora
subterranea f. sp. subterranea. Los extractos que resultaron mayor inhibicion de zoosporas
fueron Datura stramonium L aéreo 1% y 1.5 %, Lippia alba Mill. Aéreo 1% y 1.5 %, los

cuales notaron diferencias significativas con un intervalos de confianza de 95%.

Ochoa et al (2012) en su estudio; “Evaluacion in vitro de la actividad antifungica de cuatro
extractos vegetales metandlicos para el control de tres especies de Fusarium spp”. Tuvo
como proposito evaluar la actividad fungicida de los extractos de pirul, chirimoya, canela 'y
tabaquillo sobre el Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum y Fusarium solani. Para
determinar la inhibicidn del crecimiento micelial, se utilizo la técnica de medio envenenado,
donde se pusieron a prueba diferentes concentraciones de extractos. Los resultados
mostraron que los extractos de chirimoya a una dosificacion de 10000 ppm inhibio el
desarrollo de micelios hasta 2.56 % y la canela a una dosificacion de 50 ppm inhibid el

desarrollo de micelios hasta 31.81%.

Rodriguez et al (2012). En su estudio; “Actividad antifingica de los extractos de Acacia
farnesiana sobre el crecimiento in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici”.
(“Antifungal activity of Acacia farnesiana extracts on the in vitro growth of Fusarium
oxysporum f. sp. Lycopersici”). Se determind el efecto antifungico de ambos extractos
(hidroalcoholico y acuoso) contra el hongo fitopatogeno F. Oxisporum mediante el
porcentaje de inhibicion en el crecimiento de micelio en diversos tiempos. Los extractos
presentaron mas de un 90 % de inhibicion en el desarrollo de micelio desde la primeras 72h
a partir de la inoculacion, por otro lado se comprobd el efecto anti fangico de los mismo
sobre el hongo, adicionalmente se analiz6 y confirmo la aparicion de metabolitos con accion

antimicrobiana.

Vasquez et al (2014). En su investigacién; “Aceites esenciales y extractos acuosos para el
manejo in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y f. solani”. (“Essential Oils and

Aqueous Extracts for the in vitro Management of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici and
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F. solani”). Se evalu6 diferentes concentraciones de aceites esenciales y extractos vegetales
acuosos sobre el crecimiento micelial y esporulacion de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (FOL) y F. solani. Se determind que existe una respuesta diferencial entre las
especies 2 y 3 de FOL inclusive entre aislamientos de una misma especie. Los aceites
esenciales de Chenopodium &lbum (0.3%) y C. ambrosioides (2%) inhibieron
completamente el crecimiento y esporulacion del Fusarium por otro lado los extractos
acuosos tambien analizados como; el de Beta vulgaris demostr6 mayor reduccion del
crecimiento (38%) y esporulacién (61%) en el crecimiento del micelio en las cuatro cepas

usadas.
1.2.2.  Antecedentes del &mbito nacional

Flores, Chico y Cerna (2015). En su investigacion; “Actividad antagonica in vitro de
Clonostachys rosea sobre Fusarium oxysporum, Alternaria solani y Botrytis cinérea”. Se
evalud la capacidad antagonica de Clonostachys rosea sobre el desarrollo de: Fusarium
oxysporum, Alternaria solani y Botrytis cinérea, analizaron aislamientos, monocultivos y
microcultivos de los hongos fitopatogenos, al igual que las cepas de C. rosea en cultivos de
DPA (Agar papa dextrosa) empleando cultivos duales. Se pudo concluir que la capacidad
antagoénico de C. rosea sobre B. cinérea (grado 2) y f. oxysporum (grado 2), asi como, baja
capacidad antagonica frente A. solani (grado 3), concluyendo que C. rosea ejecuta una franca
actividad antagonica.

Alburqueque Y Gusqui (2018) en su estudio de; “Eficacia de los fungicidas quimicos para
el control in vitro de diferentes fitopatogenos en condiciones controladas”.(“Effectiveness
of chemical fungicides for in vitro control of different phytopathogens in controlled
conditions. Arnaldoa”). Tuvo como objetivo medir la eficacia de productos quimicos
mediante la prueba de alimento envenenado in vitro. Se pusieron a prueba 7 ingredientes
activos: tiabendazol, azoxistrobin, carbendazim, sulfato de cobre pentahidratado, fosfito de
cobre, clorotalonil y extracto de Melaleuca alternifolia, en este presente estudio se determiné
el porcentaje de inhibicion de desarrollo de micelio. En esta prueba in vitro se obtuvo un 100
% PICM para: R. solani con sulfato de cobre pentahidratado; P. infestans y S. sclerotiorum
con azoxistrobin; R. solani, F. oxysporum, L. theobromae, S. sclerotiorum, C.
gloeosporoides y Penicillium spp. con carbendazim; F. oxysporum, B. cinerea, L.
theobromae, S. sclerotiorum con fosfito de cobre; R. solani, F. oxysporum, L. theobromae y

Penicillium spp. Con tiabendazol. El Unico extracto vegetal que se estudio tuvo menor
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porcentaje de inhibicion en el desarrollo de micelio para F. Oxysporum y R. Solani con una
inhibicion del patégeno del 69,5 y 64,8 %.

Rubio et al (2008). En su estudio; “Resistencia in vitro de Rhizoctonia solania y Fusarium
oxysporium a los fungicidas Benzomil 500, Rhizolex-T y Homai-WP”. Se determindé la
resistencia, expresada en crecimiento, del Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani a los
fungicidas Benzomil 500, Rhizolex-T y Homai-WP, se desarrolld ensayos con tres dosis
diferentes para cada tipo de fungicidas, el estudio se realizé en placas de Petri con agar
Sabouraud , realizando cultivos monospdricos para el F. oxysporum y para el R, solani fue
sembrado por suspension de hifas, las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente
durante 12 dias y la lectura, midiendo el radio de crecimiento diario. Se logr6 determinar
que el mayor porcentaje de crecimiento de f. Oxisporum fue la concentracion de 1500 ppm
de benzomyl 500(32.78 %), 3500 ppm de Rhizolex (24.44 %); para R. solani, el mayor
porcentaje se dio a 750 ppm (9.27%), entonces se concluyé que el F. Oxisporum presenta
resistencia al Benzomyl 500 y Rhizolex-T, y R. solani es resistente a Benzomyl 500; Homai

WP inhibi6 el desarrollo de F. Oxisporum y R Solani.

Julca et al (2015). En su estudio; “Efecto de seis fungicidas sobre el crecimiento in vitro de
Mycena citricolor (Berk & Curt)”. Tiene como objetivo evaluar el efecto de seis antifungicos
sobre el desarrollo in vitro de Mycena citricolor aislado de café var. Catimor. Se analizaron
siete tratamientos [T1 = Antracol (Propineb), T2 = Alto (Cyproconazol), T3 = Impala
(Imazalil), T4 = S-Kekura (Mancozeb), T5 = Silvacur Combi (Triadimenol + Tebuconazol),
T6 = Sportak (Prochloraz) y el T7 = Testigo (sin tratar)]; para todos los fungicidas se aplicé
una concentracion de 3%. Como resultado se obtuvo que los 6 fungicidas poseen efectos
negativos y significativos sobre el desarrollo del fitopatdgeno, los fungicidas de nombre
Antracol y S-kekura fueron los insumos menos eficientes mientras que Silvacur Combi y

Sportak inhibieron completamente el desarrollo del hongo durante la etapa del bioensayo.
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1.3. Teorias relacionadas al tema

1.3.1. Control natural

Pérez (2012) nos comenta que; la aplicacion de los plaguicidas de origen vegetales se ha
practicado desde nuestros ancestros, en la antigua china, Egipto, Grecia, India e incluso todo
Europa y Ameérica del norte, reportando que existié 50 afios antes de la aparicion de los
plaguicidas quimicos. Estos genocidas botanicos se utilizaron en la antigiiedad debido a las
maultiples ventajas que tenia el hombre; disponibilidad suficiente de los recursos naturales,

facil accesibilidad, bajo costo de produccion y baja toxicidad.

Actualmente su empleo ha tomado fuerza en el mundo fitosanitario, avances cientificos han
ido estudiando su potencial genocida en enfermedades fitopatdgenas mediante extractos de
plantas vegetales, aceites esenciales e incluso microorganismos benéficos capaces de
combatir plagas, tal como nos menciona Borrego (2015); su uso a nivel mundial de biocidas
ha aumentado cada dia, actual mente son utilizados como insecticidas, fungicidas,
bactericida y esto es debido a su baja resistencia que generan en los organismo vivos, los
seres humanos estdn menos expuestos a toxicidad, son eficaces en cuanto su poder genocidas

y son compatibles con otros métodos de control.

1.3.1.1. Fungicidas botanicos

Celis et al (2008) nos menciona que las plantas presentan numerosos compuestos quimicos
que se producen naturalmente, en el que con ellas se pueden aprovechar para contrarrestar
variedades de enfermedades fitopatdgenas en los cultivos, su efecto protector y repelente va
desde la toxicidad aguda asi como su poder controlador para el crecimiento y desarrollo del
hongos, donde incluso dicho efecto también inhibe la proliferacion de bacterias y virus.

La aplicacién de fungicidas botanicos es todo agente bioldgico de origen vegetal, que
controla plagas y enfermedades de los cultivos, los cuales pueden ser utilizados en forma de
extractos naturales o plantas transgénicas, es una alternativa ecoldgica que se utilizaron para
el control de los insectos y que ahora son destinados para una gran diversidad de usos

genocidas en microorganismos que impiden el desarrollo del crecimiento vegetal.
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1.3.1.2. Extractos etandlicos de vegetales

Segun lturbide et al (2017); el preparado de extractos vegetales etanolicos que se extraen de
procesos quimicos simples dan la apertura a un modo de biocontrol de fitopatogenos en la
agricultura intensiva, ya que ha demostrado un alto poder efectivo ante el desarrollo de
hongos infecciosos, bacterias y nematodos, aislados en una amplia diversidad de cultivos.
Los extractos vegetales en muchas plantas silvestres han demos demostrado tener efecto
fungitoxico sobre variedades de patosistemas. Rodriguez, Morales y Ramirez (2010) nos
indican que los extractos vegetales para el control de plagas promueve la agricultura

sostenible debido a su alta efectividad, bajo costo y no impactante con el medio ambiente.

Asi también Cazar et al (2014) comenta que diversos pesticidas son preparados a partir de
extractos de plantas, donde estos presentan combinaciones de principios activos extraidos
por medio de un solvente adecuado, por lo que luego es destilado y el residuos o extracto
crudo es ajustado a una dosis para someterlos en bioensayos in vitru. Por otro lado, segln
Apolonio et al (2017) nos aclara que es de gran importancia sustituir el uso de quimicos por
alternativas amigables como los extractos vegetales que atribuyen poder antiflngico, estos
no persisten en los ecosistemas y son biodegradables, ya que presenta algunos compuestos
de actividad bioldgica volatiles.

1.3.2. Propiedades antifungicas de los vegetales.

1.3.2.1. Ajos (Allium sativum)

Aller (2008) reporta que el Ajos que forma parte de la familia lilidceas del genero Allium en
los Gltimos afios ha sido sometido a estudios cientificos reportando que pueden justificar su

uso como agente antifungico, antimicrobiano, antitrombiotico y antihipertensivo.

Diferentes especies de hongos han demostrado ser sensibles ante el ajos debido que esta
especie presenta componentes sulfurosos tales como la aliina que mediante la enzima alinasa
se convierte en alicina, esta sustancia mencionada es la que la caracteriza de su propiedad
antifangica, tal como menciona Figueroa et al (2015); Las cualidades curativas o
medicamentosas del ajos se debe a los grupos de azufre que contienen, como la alicina y el

ajoene, sustancias activas que se crean cuando son triturados, machacados, fermentados o
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cocidos. La accidon antimicrobiana de esta sustancia es inhibiendo de algunas enzimas

causantes de las infecciones ocacionadas por hongos, virus 6 bacterias.

Meriga, Mopuri y Muralikrishna (2012) nos revela que; recientes estudios manifiestan que
el Allium sativum no solo es benéfico como tratamiento médico, si no también es utilizado
en diferentes cultivos como repelente contra diferentes enfermedades sanitarias debido que
presentan sustancias quimicas volatiles azufradas y se comprueba que son los responsables

de dicha accion genocida ante hongos.

Es por ello que el ajo ha sido utilizado en todo el mundo como antiséptico ya que se debe a
que presenta ademas sulfuro de alilo, garcilina, sulfuro de polivinilo y sulfuro de aquilo entre

Otros, este vegetal contiene 40% de azufre por lo que se supone su principio fungistatico.

Tabla 1. Cuadro de compuestos azufrados y actividad bioldgica del ajos.

COMPUESTO ACTIVIDAD BIOLOGICA

Aliina Hipotensora, hipoglucemiante.

Ajoeno Previene la formacion de coagulos, ayuda a
disolveros.
Antiinflamatorio, vasodilatador,

hipotensor, antibiético.

Alicina y Tiosulfatoss Antibiotico, antifangico, antiviral.

Alil mercaptano Hipocolesterolemia,  proviene la
ateroesclerosis, antitumural, antidiabética,

hipotensora.

Sulfuro de dialilo y afines Hipocolesterolemia. Aumenta la
produccion de enzimas desintoxicantes,
anticancerigeno. .Previene los dafios

quimicos del ADN.

S- alil- cisteina Hipocolesterolemia, antioxidantes,

quimioprotectores frente al cancer.

Fuente:(Rojas y Villca, 2011)
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1.3.2.2. Cebolla (Allium cepa)

Quintana et al (2010); el uso de este vegetal en hongos ha afectado en la etapa del desarrollo
como la germinacion de esporas, desarrollo del micelio y esporulacion. Los aceites o
extractos acuosos del Allium cepa presenta efectos antifungicos para combatir ciertos
especies fitopatogenas debido a que presenta compuestos organosulfurados que ademés
ejercen distintas efectos bioldgicos como inhibicién de la proliferacion de células tumorales,
efectos microbiano y antioxidantes.

Jerez et al (2017); La cebolla tiene su poder activo bioldgico gracias a dos grandes grupos
quimicos; los flavonoides y los sulfoxidos, dentro de los flavonoides se encuentra la
quercentina y es el que representa en su totalidad el poder ademas también estan los
polifenoles que estan presentes en los bulbos que son compuestos organicos vegetales que
también ha demostrados efectos bioactivos. Avila et al (2011) nos menciona que los
flavonoides son considerados por el hombre como un fitomedicamento debido que es sus
diversos estudios ha reportado que poseen actividades antifungicas en el fitopatogeno

fusarium.
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Figura 1. Estructura de algunos flavonoles presentes en la cebolla.

Fuente:(Benitez, 2011)
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Los derivados de la cebolla (extractos etanolicos, extractos acuosos o aceites vegetales) han
demostrado tener propiedades antifungicas ante mohos y levaduras, este poder de las
sustancias bioactivas son debidos a que presentan compuestos azufrados siendo como
principales agentes; el mono, di-, tri- y tetrasulfurosos con diferentes grupos del alquilo, Tal
como nos comenta Vazques, Cruz y Ayala (2015); las sustancias antimicrobianas de la
cebolla han logrado inhibir el crecimiento de la actividad de microorganismo patégenos,
logrando incluso retraer la produccion de micotoxinas producidas por estas, donde se
comprobo que dicho efecto es debido a los componentes azufrados, sobre todo a los que

estan presentes en su fraccion volatil.

1.3.2.3. Jengibre (Zingiber officinale)

Ramirez et al (2011); El jengibre (zingiber officinale) ha mostrado efectos sobre la inhibicion
en cuanto al desarrollo de numerosos tipos de hongos y bacterias que ocasionan dolencias
en animales y cultivos vegetales(a nivel de campo y pos-cosecha), ademas esta especie
evidencia actividad anticancerigena y antiviral debido a sus componentes activos. Los
extractos o aceites esenciales del jengibre son de gran de interés cuando se quiere hablar de
medicina ya que sus propiedades asociadas al consumo tienen poder antioxidante,
antimicrobiano, antiespasmodico, etc., es debido a la presencia de algunas sustancias

quimicas presentes en el vegetal, tales como el gingerol y shogaol.

Segun Garcia et al (2013); explica que el jengibre es un vegetal que presenta efectos
antifungicos en 60 microorganismos patégenos ensayados, entre ellos logrando al punto de
controlar al Fusarium verticillioides y su produccién en fumonisinas B1 (FB1), B2 (FB2) y
B3 (FB3), FB1; que es el més toxico y se encuentra en niveles altos), ademés altera su
morfologia de las microconidias, mediante el uso de su aceite esencial.

Zambrano (2015) argumenta que; las propiedades quimicas (gingerol y shoagol) presentes
en el jengibre ha logrado que esta especie sea relevante y aplicada en la industria medicinal
debido que presenta componentes fendlicos en el cual lo caracteriza por su poder
antimicrobiano haciendo una hiperacidificacion en la interfase de la membrana plasmatica

del microorganismo.
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Figura 2. Estructura quimica de los principales compuestos fendlicos del jengibre.

Fuente:(Hernandez, 2013)

1.3.3.  Aspectos fitosanitarios del maiz (Zea mays)

El cereal altamente producido y distribuido es el maiz, el cual se encuentra ubicado a nivel
mundial en el tercer puesto de produccion seguido del trigo y del arroz, siendo los mayores
productores el pais de Rumania con un aproximado de 9 millones de toneladas diarias, los
usos apropiados que generalmente es para la industria alimentaria y para la conversion a
combustibles tal como lo hace Brasil. Sin embargo esta especie ha sufrido muchas dolencias
en cuanto insectos, virus, acaros, hongos, etc. entre los mas perjudicables se encuentra el
género Fusarium verticillioides, tal como indica Figueroa et al (2010) que, dentro de las
enfermedades que se han manifestado en mayor porcentaje son los fitopatdgenos del género
Fusarium, de modo que se encuentra mayormente en el sustrato y por momentos puede estar
ligado a la putrefacciones o marchitez del cultivo.

La mayoria de plagas que se alimentan del maiz, se puede dividir en tres grupos; los que se
alimentan desde la parte aerea del follaje, los que atacan por la parte del tallo, y los que
finalmente estan en el suelo e ingresan por la raiz y causan infeccion vascular de la planta.
Una manera actualmente para contrarrestar enfermedades fitopatogenas es tener informacion

bioldgica acerca de las plagas y como se introduce en cada proceso de crecimiento.
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Por otro lado también el maiz ha presentado en los Ultimos afios graves enfermedades por

insectos, tal como mencién Garcia, Gonzales y Cortez (2012); la plagas de insectos mas

recurrentes a nivel del mundo son; los gusanos cogollero, gusano soldado, gusano elotero,

moscas de los estigmas. En el cual para su depredacion se utilizan agroguimicos de amplio

espectro, donde por ende presentan consecuencias reversibles en los seres vivos y en su

medio ecoldgico tal como; intoxicaciones agudas a los seres humanos.

CICLO DE VIDA DE DIABROTICA
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Figura 3. Ingreso de insectos en diversas fases del crecimiento de maiz.

Fuente:(Comité estatal de sanidad vegetal, 2007)

1.3.4. Fusarium verticillioides

1.3.4.1. Taxonomia

Segun Department of Studies in Microbiology of Mysore (2017) clasifica la taxonomia en:

e Reino: Fungi

e Phylum: Ascomycota

e Clase: Sordariomycetes
e Orden: Hypocreales

e Familia: Nectriaceae
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e Género: Fusarium
e Especie: Fusarium verticillioides

e Sinonimia: Fusarium moniliforme

1.3.4.2. Morfologia

Torres et al (2014) nos reporta que el Fusarium verticilliodes es un hongo correspondiente
a la subdivision Deuteromycota, en su estado anamorfo generan abundante microconidias
que se desarrollan en cadenas largas, estas son descritas como células ovaladas con la base
aplanada y agrupadas en cadenas de esta manera se permite reproducir al hongo para su
dispersion; del mismo modo ciertas cepas también generan macroconidias con forma larga
y delgada, con cinco o seis septos, mostrando dos células; basal en forma de pie y otra apical
en forma de curva. Los conidios se generan con estructuras que aparentan racimos
denominadas esporodoquios. La especie no desarrolla clamidoconidias, sin embargo las

células contenidas en una hifa engrosada son confundidas como tales.

1.3.4.3. Ciclodevida

El ciclo de este hongo esta compuesto de un estado saprofito y otro parasitario, durante el
estado saprofito se alimenta de la materia organica muerta produciendo a su vez sustancias
toxicas infectivas que enferma a la planta, sin embargo el estado parasitario, el hongo
obtienes sus nutriente de las células vegetal seguido de una colonizacion intracelular por lo
que general el hongo avanza con la infeccién obteniendo nutrientes de tejidos muertos por
lo que en general causa marchites en la panta. Se mantienen en temperatura que van desde
22.58 °C a 27.6 °c, el crecimiento de microconidios se muestran entre el dia 3 hasta 28, el
desarrollo es vegetativo y reproductivo del hongo (filamentos) entre el dia 3 y 18, etapa en
los cuales presenta la maxima exposicion de conidios, hifas, microconidios en cadenas y
falsas cabezas. Entre los dias 22 y 24 se observa que la colonia ha tomado volumen y

expansion.
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Figura 4. Ciclo vital de la morfogenesis en dias de Fusarium verticillioides.

Fuente:(Servicio nacional de sanidad, inocuidad y calidad agroalimentaria, 2003)

1.3.4.4. Sintomatologia

Este hongos es el principal agente patdgeno del maiz y en algunos casos se ha reportado
estudios de infeccidn al cultivo de trigo, cebada, sorgo y agave, causando gran perdidas en
su cultivo hasta llegar a un 90% de mortalidad, ataca mediante las orejas del follaje, mazorca
y de la raiz, segun Peiretti et al (2007) ElI hongo Fusarium verticillioides empieza a
desarrollarse en la cosecha con la reproduccion micelial de color blanquecinos notandose
algodonosos, que circulan en la mazorca, dandole una tonalidad rojiza a rosado a los granos
infectados, dicho fitopatogeno suele atacar en todos los estados de desarrollo del cultivo de
maiz, desde el pre y postcosecha, causando reduccion de rendimiento y afectacién en la

calidad de la semilla .

Hornum, Ridao y Castafio (2013) indican que el hongo infecta tejidos vegetativos y
reproductivos, manifestando: marchitez, pudricion de raices, tallos y espigas de maiz; este
patdgeno penetra a traves de los estigmas, o por heridas de insectos, perjudicando gran
totalidad de la planta. La enfermedad es Ilamada fusariosis, la cual perjudica el rendimiento

y la calidad vigorosa de los granos.
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1.3.4.5. Rutas de ingreso del Fusarium verticillioides

Segun Torres et al (2014) informa que el hongo destina diversas rutas de acceso hacia la
planta de maiz para colonizar e iniciar su accion parasitaria, de esa manera causa

enfermedades a lo largo de su proceso, una de las rutas mas aclaradas son mediante:

1. La infeccion de las plantulas, ocurre desde y durante la germinacion de la plata de
maiz, ya que hongo permanece en el suelo o en la semilla, se mantiene posicionado
para contaminar a la planta , penetrando directa el pericarpio (parte exterior del fruto
o semilla) y a las células presentes en la piel de la raiz, después del tercer dia cuando
estas semillas son sembradas con el fitopatdgenos presente, comienzan las hifas a
colonizar las células del parénquima del escutelo llegando hasta el cortex, sin
embargo la colonizacion de la endodermis y las zonas vasculares ocurren pocas
veces. Entre los 25 a 30 dias, la planta de maiz comienza a mostrar sintomas de

pudricion.

2. La infeccion de la planta de maiz es mediante el estigma, siendo la via mas comun
donde el hongo ataca, esto sucede cuando el inocuo aéreo y las conidios son
trasportadas mediante la lluvia se depositada en el estigma de la planta, facilitando

el ingreso a la hifa del hongo y las células del pericarpio.

3. La infeccién del tallo y la mazorca por dafio mecénico, se produce con la
alimentacion de insectos provocando dafios en la planta mediante la cual atacara el
Fusarium verticillioides, por lo que estos insectos actlan como vectores, ya que el
hongo perdura en los cuerpos externos como del: gusano barredor, el gusano elotero,

los trips y los gorgojos; siendo su funcion dispersar el hongo en la planta.
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Figura 5. Rutas de ingreso del Fusarium verticillioides en el maiz.

Fuente:(De la Torre et al, 2014)

1.3.4.6. Accion téxico — patégena

El Fusarium verticillioides llega a generar grandes cantidades de enzimas liticas y toxinas
que contribuyen al desarrollo infeccioso del hongo, entre las sustancias mas abundantes se
encuentra el &cido fusérico, la fusarina C, las naftoquinonas, las fumonisinas y la
moniliformina. Solano et al (2011) manifiesta que la especie del genero Fusarium por ser un
saprofito sintetizan metabolitos con componentes altamente toxibiologico, estos metabolitos
son pigmentos, micotoxinas e incluso antibiéticos en algunas especies, y compuestos con

estructura de anillo cuyo actividad biolégica no ha sido evaluada.

El Fusarium veticillioides tiene la capacidad de producir cantidades de toxinas que ayudan
al proceso infeccioso, entre las micotoxicas mas conocidas que elabora esta especie son los
fumonisinas, este Gltimo mencionado es el mas perjudicial. Sartori, Nesci y Etcheverry
(2015) menciona que una de las toxinas generadas por el hongo, son las fumonisinas bl y
b2 presentando alta toxicidad para el ser humano y animales cuando ingestan estos vegetales

infectados; produciendo efectos mutagenicos, teratogenicos y cancerigenos.
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Figura 6. Estructura quimica de los fumonisinas del grupo B.

Fuente:(De la Torre et al, 2014)

Chavarri et al (2007) sefiala que, el Fusarium verticillioides del maiz el cual se deberia
prestar atencion debido a su capacidad toxigenica son los mas perjudiciales causantes de
enfermedades en animales y seres humanos, estudios han determinado en animales presencia
de edemas pulmonares y leucoencefalomalacia , y en seres humanos cancer esofagico asi
tambien hepatocarcinoma que conllevan a la muerte, en resumen estos fumonisinas
ocasionan no tan solo la muerte a vegetales sino que también colateralmente afecta a los

equinos y seres humanos mediante el consumo.

1.3.5. Bioensayo

1.3.5.1. Técnica de dilucién del extracto en agar

Esta técnica consiste en diluir o “envenenar” el medio de cultivo con las sustancias
antifangicas a estudiar (homogenizar soluciones), este ensayo se ha llevado a pruebas en
muchas investigaciones, sobre todo para medir la inhibicion porcentual en el crecimiento del
hongo filamentoso o sensibilidad frente a componentes quimicos, Segun Gémez, Aracil y
Gil (2009) nos revelan que el método de dilucién en agar es el ensayo méas 6ptimo cuando

se quiere controlar de modo in vitro a microorganismos infecciosos.
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1.3.5.2. Evaluacion de la inhibicion del crecimiento micelial

La prueba de la inhibicion del crecimiento micelial se basa en analizar que tanto la sustancia

evita la formacion de micelios (aparato vegetativo del hongo) el cual esta constituida de hifas

formadores de conidios(esporas asexuales) por lo que general se le conoce como la fase

reproductiva del hongos, se emplea en experimentos de laboratorio mediante una prueba

testigo y otra en tratamiento a diferentes fArmacos y dosis con la finalidad de conocer el

efecto antifingico, segun Iglesias et al (2017); nos plantea la siguiente ecuacion para calcular

el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial :

CTT — CTE
—_— %

%ICM = CTT

100

En donde:
%ICM: porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
CTT: crecimiento micelial en el tratamiento testigo

CTE: crecimiento micelial en el tratamiento evaluado

Dichos resultados tienen una ponderacién del 0 al 4 tal como plantea Moron (2017):

0= sin crecimiento visible (100% de inhibicion del crecimiento micelial)
1= escaso crecimiento (75% de inhibicion del crecimiento micelial)

2= crecimiento moderado (50% de inhibicion del crecimiento micelial)
3= crecimiento abundante (25% de inhibicion del crecimiento micelial)

4= crecimiento similar del testigo (0% de inhibicién del crecimiento micelial)
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1.4. Formulacién del problema

Problema general

e .Los extractos etanolicos de vegetales tienen eficiencia para el control in vitro del

hongo fitopatogeno (Fusarium verticillioides), Lima-2019?

Problemas especificos

e (Elextracto etandlico de ajos (Allium sativum) tiene eficiencia para el control in vitro

del hongo fitopatogeno (Fusarium verticillioides), Lima-2019?

e (Elextracto etandlico de cebolla (Allium cepa) tiene eficiencia para el control in vitro
del hongo fitopatogeno (Fusarium verticillioides), Lima-2019?

e El extracto etan6lico de kion (Zingiber officinale) tiene eficiencia para el control in
vitro del hongo fitopatdgeno (Fusarium verticillioides), Lima-2019?
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1.5. Justificacion

El presente investigacion tiene la finalidad de contribuir con los avances cientificos y
solidificar los conocimientos del receptor para la aplicacion de esta propuesta innovadora,
en el que se busca controlar las enfermedades fitopatdégenas y a su vez frenar el uso de
agroquimicos que actualmente dependen de ellas para su tratamiento fitosanitarios, que sin
bien es cierto causan grandes desequilibrios ecoldgicos asi como toxicidad frente a la salud
humana.

Los vegetales a investigar presentan propiedades antifingicas que pueden ser empleadas y
aprovechadas para la inhibicién del desarrollo de plagas que afectan a cultivos
convencionales e industriales que actualmente presentan graves pérdidas financieras en
grandes cultivos, Tal como indica Vidal et al (2014) que; las dafios generados por
infecciones fitopatogenas en el rendimiento de todos los cultivos a escala mundial se valoran
en 35%, anualmente se aplican en los cultivos 2.5 millones de toneladas de agroquimicos a
nivel mundial.

Bravo et al (2013) nos menciona que; los plaguicidas quimicos fueron y son las alternativas
mas eficaces para los cultivos con defectuosos grados fitosanitarios, que impiden el
desarrollo de los productos vegetales alimentarios, sin embargo, estos quimicos requieren de
una alta inversion capital y su uso presenta riesgos a corto y largo plazo para la salud humana
y de la biota en general. Entonces es de suma importancia que se realice la presente
investigacion para encontrar alternativas de control de enfermedades fitopatdgenas, se busca
a través del estudio que esta innovacion sea eficaz, de bajo costo, accesible y armonioso con
el medio ambiente considerando que el Peru es uno de los paises con mayor riqueza vegetal.
Esta investigacion ecoldgica tienen como objetivo evaluar la eficiencia de los extractos
etanolicos de vegetales, en la cual este aporte tiene la finalidad de beneficiar agricultores y
grandes empresarios en la toma de decisiones en cuanto al uso de tratamientos fitosanitarios
de origen vegetal en el &mbito agrondémico, asi como en el avance cientifico, y sobre todo
manteniendo el equilibrio sostenible que permitiran beneficiar a nuestras futuras

generaciones.
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1.6. Hipotesis

Hipotesis General

e Los extractos etandlicos de vegetales tienen eficiencia significativa para el control in

vitro del hongo fitopatogeno (Fusarium verticillioides), Lima-2019.

Hipotesis especificos
e El extracto etanolico de ajos (Allium sativum) tiene eficiencia significativa para el

control in vitro del hongo fitopatdgeno (Fusarium verticillioides), Lima-2019.

e El extracto etanolico de cebolla (Allium cepa) tiene eficiencia significativa para el

control in vitro del hongo fitopatdgeno (Fusarium verticillioides), Lima-2019.

e El extracto etanolico de kion (Zingiber officinale) tiene eficiencia significativa para

el control in vitro del hongo fitopatdgeno (Fusarium verticillioides), Lima-2019.

1.7. Objetivos

Objetivo general

e Evaluar la eficiencia de los extractos etandlicos de vegetales para el control in vitro

del hongo fitopatégeno (Fusarium verticillioides), Lima-2019.

Objetivos Especificos

e Determinar la eficiencia del extracto etandlico de ajos (Allium sativum) para el
control in vitro del hongo fitopatogeno (Fusarium verticillioides), Lima-2019.

e Determinar la eficiencia del extracto etandlico de cebolla (Allium cepa) para el

control in vitro del hongo fitopatégeno (Fusarium verticillioides), Lima-2019.

e Determinar la eficiencia del extracto etanolico de kion (Zingiber officinale) para el

control in vitro del hongo fitopatdégeno (Fusarium verticillioides), Lima-20109.
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II. METODO

2.1. Tipo, Nivel y Disefio de Investigacion

2.1.1. Tipo de investigacion

Este proyecto de investigacion es de tipo aplicada, ya que tiene un enfoque realista debido
que pueden ser aplicados en &mbitos fitosanitarios, donde pueden aportar hechos nuevos con
resultados beneficiosos. Baena (2014) indica que las informaciones de la investigacion
aplicada pueden destinar a resolver problemas o necesidades que presenta una sociedad.

2.1.2.  Nivel de investigacion

La investigacion tiene un nivel explicativo ya que busca encontrar y explicar las razones que
ocasionan estos fenomenos planteados en el estudio. Behar (2008) nos informa que el
objetivo de dicho estudio es explicar por qué suceden los fendmenos y en qué grado se
encuentran, en la cual estan sujetos hacia la comprobacion de hipétesis causales (variable
independiente) sobre resultados en hechos verificables o comprobables (variable
dependiente). Asi mismo sefiala que este nivel implica esfuerzo por parte de los

investigadores y una gran capacidad de analisis e interpretacion.

2.1.3. Disefio de investigacion

El disefio empleado en el estudio es de tipo experimental debido que los investigadores
manipularemos la variable independiente con el fin examinar los efectos o controlar la
variable dependiente y observar cdmo interactan entre ellas.

El experimento fue in vitro, se prepararon 3 tipos de extractos etanélicos de vegetales (Allium
sativum, Zingiber oficinale y Allium cepa) en diferentes dosificaciones, tomando en cuenta
la prueba piloto donde se evaluaron los extractos a mismas dosis (5% V/v, 10% V/v, 15%
Vv, 20 y 25% V/v) con el objetivo de aproximar la dosis exacta de control antiflngico,
como resultados para determinar la eficiencia del estudio se establece que;

Extracto etandlico del Allium sativum: (11% V/v, 12% VI/v, 13% V/v, 14% VIvy 15% VIV)
Extracto etanolico del Allium cepa: (6% V/v, 7% V/v, 8% Vv, 9% V/ivy 10% V/Vv)
Extracto etandlico del Zingiber oficinale: (6% V/v, 7% Vv, 8% Vv, 9% VIvy 10% VIv)
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Dichos resultados en unidades milimétricas del crecimiento micelial fueron medidos al dia
1,3y5.

Para los experimentos se utiliz6 ANOVA con dos factores con 5 repeticiones, segun
Montgomery (2013) este disefio también conocido como disefio factorial de 2 factores es el
mas aplicado en cuanto los disefios experimentales a nivel laboratorio, donde estudia los
efectos de dos factores en los diferentes tratamientos o niveles asignados, tal que una analisis

de su interaccion entre ellos permitira resolver los problemas planteados de la investigacion.

Tabla 2. Tabla de ingreso de resultados para pruebas de inhibicion del crecimiento micelial

Extracto etandlico de vegetal 1
Dias
Dosis
1 3 5
1% (v/v) X1..Xs Y1...Ys Z1..7s
2% (v/V)
3% (v/v)
4% (v/v)
5%(v/v)

Fuente: Elaboracion propia

2.2. Variables, Operacionalizacién
Variables:

- Variable independiente: Eficiencia de extractos etanolicos de vegetales
- Variable dependiente: Control in vitro del hongo fitopatdgeno (Fusarium

verticillioides)
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2.2.1.

Matriz de operacionalizacion de las variables

Tabla 3. Matriz de operacionalizacién de variables

MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

“Eficiencia de extractos etandlicos de vegetales para el control in vitro del hongo fitopatdgeno (Fusarium verticillioides), Lima - 2019”

verticillioides)

crecimiento micelial, de esporulacion y germinacion
de conidios.

tratamientos)  para  obtener  dichos
resultados en porcentajes de inhibicion del
crecimiento micelial por medio de una
ecuacion.

Variables Definicion Conceptual Definicion Operativa Dimensiones Indicadores

Fidias (2017); el termino eficiencia en
investigaciones se conceptualiza como el logro del Extractos Allium sativum
objetivo deseado con menor cantidad de recursos e | g realizé las mediciones mediante una etanélicos de Allium cepa

Variable independiente: inversion de tiempo. ficha técnica de observacion para las vegetales Zingiber officinale

Eficiencia de Extractos Segl]n Iturbide et al (2017) Los extractos etandlicos pruebagl teniendo en cuenta los tipos de

Al de vegetales son sustancias obtenidas por | extractos etandlicos de  vegetales, )

etandlicos de vegetales extracciones de vegetales mediante un proceso | dosificacion y tiempo. ’ Dosis %6 (VIV) - 15% (VIV)
quimico simple usando como solvente el etanol, en
donde dan la apertura a un modo de biocontrol de
fitopatogenos en la agricultura intensiva Tiempo Dial-Dia3-Dia5s
Segln Gonzales et al (2015), el género fitopatégeno | El Fusarium verticilliodes es controlado en
Fusarium es controlado de modo in vitru por el | medios de cultivos de APD P diluidos con

Variable dependiente: bioensayo de dilucion del extracto en agar o también | las diferentes dosificaciones antifungicas, Inhibicién del %ICM

Control  del  hongo conocida como técnica del medio envenenado, | en donde los resultados fueron medidos en crecimiento (porcentaje de inhibicion del

fitopatégeno (Fusarium debido que estas pruebas evallan la inhibicién del | relacion a las pruebas testigos (medios sin micelial

crecimiento micelial)
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2.3. Poblacién y muestra

2.3.1. Poblacion

Todas las cepas del hongo fitopatégeno Fusarium verticillioides cultivadas a partir de un

maiz infectado.
2.3.2. Muestra

10 pL de una suspension Fusarium verticillioides ajustados a una trasmitancia (T) de 50% a
530 nm equivalente a 1 a 5x10* UFC

Criterios de seleccion
Criterios de inclusion:
e Cultivos de Fusarium verticillioides de contenido puro y viable.
e Cultivo fangico con Agar papa dextrosa en dptimas condiciones.
Criterios de exclusion:

e Cultivos de Fusarium verticillioides contaminados.

e Cajas Petri de cultivo de Fusarium verticillioides fracturados.

NuUmero de réplicas

Se trabajo con 5 réplicas para cada tratamiento, comprobando de esa forma la inhibicién del

crecimiento micelial en los medios de cultivos PDA (Rodriguez, 2012)

2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad

2.4.1. Técnicas
La tecnica que se empleo fue de observacion experimental
2.4.2. Instrumentos

El instrumento a utilizar para medir el crecimiento micelial del hongo fue un Pie de rey

digital milimétrico marca UBERMANN con rango de medida de 0 a 150 milimetros.
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2.4.3. Validez

Para este item la validez se baso en la descripcion teorica experimental de expertos que en
investigaciones micologicos similares hacen referencia la utilizacion del instrumento al
momento de obtener datos de medicion de los halos de inhibicién asi como el crecimiento
micelial del hongo, mediante el instrumento llamado Pie de Rey o vernier. A continuacion
se describira algunos investigadores:

Lépez et al (2013) en su estudio donde evalla la actividad anti fangica del quitosano en
Alternaria alternata menciona que para medir el crecimiento micelial del hongo utilizaron
el vernier, obteniendo valores en milimetros.

Berumen et al (2015) en su investigacion para determinar el efecto del &cido salicilico en la
resistencia del fitopatégeno Colletotrichum sp utilizaron como instrumento un vernier digital
para medir el diametro de crecimiento micelial.

Céceres et al (2013) en su evaluacion de la actividad antifungica in vitro de extractos acuosos
contra especies de Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Geotrichum candidum,
Trichoderma spp, Penicillum digitatum y Aspergillus niger se midié el crecimiento de las
colonias en dos diametros con un vernier para lograr calcular el promedio del crecimiento

de micelios.

2.4.4. Confiabilidad

Para la confiabilidad del instrumento, el Pie de rey digital marca UBERMANN fue calibrado
en el laboratorio de METROIL (Metrologia e ingenieria) que actualmente cuenta con la
acreditacion por el organismo peruano INACAL bajo la norma ISO 17025 y la certificacion
segun SGS bajo la ISO 9001 en gestion de la calidad. (Ver anexo N°2)

2.5. Descripcidn del procedimiento para recoleccion de datos

2.5.1. Obtencion de muestras infectadas por hongos Fusarium verticillioides del maiz
en el huerto Santa Juana.

Se procedié como primer paso observar las vegetaciones que posiblemente cumplan las

caracteristicas de infeccion por Fusarium verticillioides (marchitez o pudricién) en el huerto
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Santa Juana, una vez identificado se extrajo diferentes muestras de maiz infectadas ya sean
en la parte del follaje, tallo, raiz o vegetal (maiz), en donde se colocaron en un cooler para
mantener ciertas condiciones ambientales del hongo, para este proceso se utilizo la mayor
asepsia posible, ademéas de usar guantes estériles, mandil blanco, tapaboca desechable,
alcohol, lupa, camara fotografica (movil) y una libreta de campo, donde posteriormente
fueron trasladados al laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Agraria la Molina para

sus respectivas evaluaciones.

Zona de extraccion de muestras infectadas

Las muestras de maiz infectado fueron recolectadas en el huerto Santa Juana ubicada en el
Distrito de Paramonga, provincia de Barranca, del departamento de Lima, con coordenadas
10°40'47.37"Sur 77°48'36.47"Oeste.

Figura 7. Localizacién geografica de zona de extraccion de muestras infectadas (Fundo Sta.
Juana)

Fuente: (Google Earth, 2014)
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2.5.1.1. Aislamiento e identificacion del hongo fusarium verticillioides

Una vez que se extrajo las muestras infectadas por el Fusarium verticillioides, se cortaron
tejidos contaminados logrando obtener 2 a 3 piezas de 1 cm? de area, seguidamente se
desinfectd mediante la técnica de inmersién por hipoclorito de sodio al 1.5 % durante 1
minuto, donde luego se enjuagd 3 veces con agua destilada. Por otro lado se procedié a
preparar el medio de cultivo con Agar papa dextrosa peptona (ver anexo N°3), en el que se
colocé las partes de los tejidos recortados, se utilizd este medio nutritivo ya que es
conveniente para valorar el aspecto morfologico de la colonia, debido a su alto contenido en
carbohidratos hace que logre un mejor desarrollo (Marquez, De la Rosa y Mercado,2007),
fueron sellados con cinta parafilm para evitar que se contaminen, luego se sometieron a la
incubadora a temperaturas de 26 +2°C por 7 dias. Para su posterior identificacion de género
y especie se contd con el apoyo de un especialista en Fitopatologia y Nematologia de la
SENASA.

2.5.1.2. Preparacion de inoculo de hifas y conidios

Las colonias de hongos obtenidos a partir del maiz infectado fueron cultivados en cajas petris
con Agar papa dextrosa peptona (APD P) a 26 £2 °C por 7 dias, después de su desarrollo las
colonias en las cajas petris son cubiertas con 10 mL de solucion salina estéril al 0.85%, se
agito por dos minutos y mediante un asa de siembra estéril se froto la superficie de la colonia
de hongos, esta suspensién fue transferido hacia un tubo Falcon mediante una pipeta y se
dejé sedimentar durante 20 minutos (Fernandez, 2005), después de este proceso los indculos
se ajustaron a una tansmitancia (T) de 50% a 530 nm con la solucion salina. Por otro lado,
Cermefio y Torres (1998) en sus diversos ensayos con hongos miceliares nos revela que
utilizando esa longitud de onda (530 nm) a 40-50 % de transmitancia, se permite conseguir

una suspension celular promedio de 1 a 5x10° UFC/mL.

2.5.1.3. Preparacion y obtencion de extractos etanolicos de vegetales

Para la preparacion de extractos etanolicos se utilizo los bulbos de ajos (Allium sativum),
Cebolla (Allium cepa) y del jengibre (Zingiber officinale), para los tres vegetales se empled
el mismo procedimiento tal como Cerqueira et al (2016) realiza en su investigacion para

controlar a una especie del genero Fusarium;
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Paso 1. Se pesO y pel6 3 kg de cada vegetal, fueron desinfectados con hipoclorito de sodio
al 1%, luego fueron lavados 3 veces con abundante agua destilada, una vez secados fueron
triturados en una licuadora Oster™R,

Paso 2. Se macero cada proporcién del vegetal molido con 3 L. de etanol al 96% durante 15
dias sobre un recipiente de vidrio color &mbar sin cAmara de oxigeno.

Paso 3. Se extrajo solo el extracto crudo de cada vegetal macerado, para eso se tuvo que
evaporar el solvente a 50°C con una presion de 180 mbar mediante el Rotavapor marca
Boeco Germany instalado en el laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Cesar
Vallejo.

Paso 4. Se colocd cada extracto puro en recipientes de color &mbar esterilizado donde fueron

refrigerados (4°C) para su dosificacion y posterior uso en las pruebas.

2.5.1.4. Preparacion de dosificaciones de los extractos etandélicos de vegetales

Para evaluar la eficacia de los extractos etandlicos de vegetales como anti fungicos se
prepararon 5 dosis para cada uno; (6%, 7%, 8%, 9% y 10%) para los extractos etanolicos del
Zingiber officinale y Allium Cepa, y (11%,12%,13%,14% y 15%) para el extracto etandlico

Allium sativum, luego fueron diluidos con PDAP para sus respectivas evaluaciones.

En donde para preparar el 10 % de dosis para un extracto se tiene que tener en cuenta que

cada caja Petri esta aforada para 15 ml de PDAP, entonces:

10 = 15

100 = 1.5ml de extracto

Por lo tanto, se le resto 1.5 ml de extracto, logrando homogenizar 13.5 ml de PDAP + 1.5
ml de extracto. De igual manera se aplico esta técnica de dosificacion para el experimento

piloto.
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2.5.2. Evaluacion de control del hongo

2.5.2.1. Evaluacién de la inhibicién porcentual del crecimiento micelial

Para esta prueba se tuvo que homogenizar en las cajas petris 15 ml de Agar papa dextrosa
peptona (APD P) con cada extracto vegetal etandlico en diferentes dosis, (6%, 7%, 8%, 9%
y 10%) para los extractos etanolicos del Zingiber officinale y Allium Cepa, y
(11%,12%,13%,14% y 15%) para el extracto etandlico Allium sativum, debido que se tomd
referencia de la prueba piloto. Una vez terminado de solidificarse se aplica mediante una
microjeringa 10 pL de una suspension Fusarium verticillioide, luego se incubaron a una
temperatura de 26 +2 °C, se procedi¢ a realizar las medidas respectivas en mm después de
la incubacion, para los resultados sometimos a una ecuacion en el que nos resulto el

porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial con respecto al control sin tratamiento.

CTT — CTE
—_——— %

%ICM = CTT

100

En donde %ICM: porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial, CTT: crecimiento

micelial en el tratamiento testigo, CTE: crecimiento micelial en el tratamiento evaluado.

2.5.2.2. Experimento piloto

Se realiz6 un experimento piloto con la finalidad de garantizar resultados eficientes al
momento de controlar al hongo Fusarium verticillioides, para esta pre-prueba se tuvo en
cuenta que los tres extractos etandlicos se sometieran al control con las mismas dosis (5%,
10%, 15%, 20% y 25%), lo cual solo basto en analizar 3 dias y medir su crecimiento radial
del hongo bajo pruebas testigos, ademas por cada extracto y dosis se trabajé con 3

repeticiones donde las unidad de medida fueron en milimetros.

47



2.6. Método de analisis de datos

Los resultados fueron registrados en una ficha técnica de observacién mediante un disefio
propio en donde se tomo datos de los tres extractos vegetales y dosis, con cada una de las
repeticiones sobre las cajas petris ensayadas.

Luego los datos fueron transferidos en Excel para su orden correspondiente, estos se
procesaron en el programa estadistico MINITAB 2017, donde se realizaron graficos de
barras, interacciones y las respectivas pruebas estadisticas.

Se realizo la prueba de analisis de varianza (ANOVA) de dos factores con un nivel de
significancia de o= 0.05; ademas este analisis fue complementada con la prueba de Tukey
con el objetivo de comparar las medias de los resultados en la evaluacion (inhibicion del

crecimiento micelial).

2.7. Aspectos éticos

Esté investigacion tuvo la supervision de diferentes expertos en la materia, siguiendo las
recomendaciones del Manual de bioseguridad en el laboratorio emitido en el afio 2005 por
la Organizacion Mundial de la Salud.

Los procedimientos para realizar las pruebas de sensibilidad antifungica estaran sujetas al
Manual de Procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de
disco difusién (series de normas técnicas N°30) emitido en el afio 2002 por el Ministerio de
Salud.
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RESULTADOS

Tabla 4. Eficiencia del extracto etanodlico Allium sativum para el control in vitru del hongo fitopatégeno Fusarium verticillioides

Dosificaciones de extracto etandlico del Allium sativum
° g Testigo 11% 12% 13% 14% 15%
L B
28 a |o |w |ale |w [a|e v |ale v |a|le v la e o
o | = o o o o e < < < < o < < < < 8 o o
(@) (@] (@) (@] (@] (@) (@] (@) (@) (@] (@) (@) (@] (@] @) (@) @) @)
Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm
% % % % % % % | % | % | % | % | % | % | % | %
1 39.15|63.08| 85 0 |1341|2632| O 121 |1994| O 0 0 0 0 0 0 0 0
100 | 78.7 | 69.04 | 100 | 80.81 | 76.54 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
2 43.08| 759 18311 O | 9.89 |1584| O | 836 |1016| O 0 0 0 0 0 0 0 0
100 | 86.9 |81.11 | 100 | 88.98 | 87.16 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
3 343863458411 0 | 882 |1356| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 | 86.09 | 83.88 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
4 31.84 | 57.97| 85 0 |15.08|31.03| O 0 |[1328| O 0 0 0 0 0 0 0 0
100 | 78.29 | 63.49 | 100 | 100 |84.37 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
5 14.06 | 39.37 | 7868 | 0O |10.66|1358| O 0 9.12 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 | 72.92 | 82.74 | 100 | 100 | 88.4 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100




Interpretacion:

El extracto etandlico del Allium sativum tuvo eficiencia significativa a partir del 13% de
dosis, logrando inhibir hasta en un 100% en el crecimiento micelial del hongo fitopatdgeno
a partir dia 1 de incubacion, ademas se puede visualizar en la tabla que la menor inhibicién
en el crecimiento micelial es de 76.05 % (promedio) con la dosis al 11 % en el dia 5, por
otro lado también se muestran en la tabla los diametros de crecimientos miceliares en
unidades milimétricas (Mm), en el que guardan relacion con los datos porcentuales mediante

la transformacién en la ecuacion.

Tabla 5. ANOVA del extracto etandlico de Allium sativum para la inhibicion porcentual del
crecimiento micelial del Fusarium verticillioides

ANALISIS DE VARIANZA
Fuente GL SC Ajust MC Ajust Valor F Valor p
Dosis 4 2434.3 608.58 34.11 0.000
Tiempo 2 705.7 352.85 19.78 0.000
Dosis * Tiempo 8 1316.8 164.60 9.23 0.000
Error 60 1070.4 17.84
Total 74 5527.2

Interpretacion:

La dosis presenta un p=0.000 lo que se deduce que es altamente significativa, con lo cual
podemos inferir que las diferentes dosis del extracto etandlico del Allium sativum presentan
efectos significativos sobre la inhibicion del crecimiento micelial del Fusarium
verticillioides, al igual que el tiempo y las interacciones entre Dosis*Tiempo. Ademas se
rechaza la Ho y se acepta la hip6tesis planteada por los investigadores, debido que (p-
valor<0.05).
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Figura 8. Gréfica de comparaciones de medias de la inhibicién porcentual del crecimiento micelial
del Fusarium verticillioides en los diferentes tiempos y dosis del extracto etanolico Allium sativum

Interpretacion:

En las comparaciones de medias podemos evidenciar que las dosis que comienzan a reducir

la inhibicion porcentual del crecimiento micelial en su respectivos dias de medicion son al
11% (100 - 80.58 - 76.05) y 12% (100 - 93.96 - 87.29) , lo que es probable que el fitopatégeno

haya presentado resistencia ante los fungicos, pero todo lo contrario para las dosis al 13%,

14% y 15% ya que mostraron resultados optimos al punto de alcanzar en sus 3 dias de

mediciones un 100% de inhibicién porcentual del crecimiento micelial.
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Tabla 6. Eficiencia del extracto etandlico Allium cepa para el control in vitru del hongo fitopatégeno Fusarium verticillioides.

Dosificaciones de extracto etandlico del Allium cepa

3
;g Testigo 6% 7% 8% 9% 10%
]
a3
g |3 |8 |8 |2 |8 |8 |2 |8 |8 |2 |8 |8 |2 |3 |8 |58 |s|s
o a) a) a) a) ) a) ) a) ) & a) & a) a) a ) ) a
Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm
% % % % % % % % % % % % % % %
1 [39.15|63.08| 85 11.8 | 26.82 | 40.46 | 4.83 | 13.84 | 19.23 | 871 | 173 2396 | 0 |1184|1447| O 0 0
69.85 | 57.48 | 52.4 | 87.66 | 78.05 | 77.37 | 77.75 | 72.57 | 71.81 | 100 | 81.23 | 82.97 | 100 | 100 | 100
2 |43.08| 759 |83.11|10.38| 19.1 | 37.96 0 10.34 | 13.08 0 0 0 0 122 | 1445| O 0 0
75.9 | 74.84 | 54.73 | 100 |86.37 | 84.4 | 100 | 100 | 100 | 100 |83.92|83.76 | 100 | 100 | 100
3 |3438|6345|84.11|11.41|22.18|28.13 0 9.99 | 15.16| 10.7 | 20.11 | 2886 | O 0 0 0 0 0
66.81 | 65.04 | 66.55 | 100 | 84.25|81.79 | 68.87 | 68.3 | 65.68 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
4 |3184|5797| 85 | 955 3697|5137 O |13.39| 175 | 6.84 [1533|2223| 0 0 [1011| O 0 0
70 |46.79 | 39.56 | 100 |80.72|79.41 | 7852|7793 |73.84| 100 | 100 | 88.1 | 100 | 100 | 100
5 |14.06|39.37|78.68| 6.8 20 |54.76 | 10.34 | 31.57 | 63.64 | 3.92 | 16.95|38.11| O 0 0 0 0 0
51.63 | 49.2 | 304 |26.45|19.81 | 19.12 | 72.12 | 56.95 | 51.56 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
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Interpretacion:

El extracto etanolico del Allium cepa tuvo eficiencia a partir del 10% de dosis, logrando
inhibir hasta en un 100% en el crecimiento micelial del hongo fitopatdgeno a partir del dia
1, ademas se puede visualizar en la tabla que la menor inhibicion en el crecimiento micelial
es de 48.72% (promedio) con la dosis al 6 % en el dia 5, por otro lado también se muestran
en la tabla los didmetros de crecimientos miceliares en unidades milimétricas (Mm), en el

que guardan relacion con los datos porcentuales mediante la transformacion en la ecuacion.

Tabla 7. ANOVA del extracto etandlico de Allium cepa para la inhibicion porcentual del
crecimiento micelial del Fusarium verticillioides

ANALISIS DE VARIANZA
Fuente GL SC Ajust MC Ajust Valor F Valor p
Dosis 4 17259.9 4314.98 16.71 0.000
Tiempo 2 1224.4 612.18 2.37 0.102
Dosis * Tiempo 8 578.6 72.32 0.28 0.970
Error 60 15496.1 258.27
Total 74 34558.9

Interpretacion:

La dosis presenta un p=0.000 lo que se deduce que es altamente significativa, con lo cual
podemos inferir que las diferentes dosis del extracto etandlico del Zingiber officinale
presentan efectos significativos sobre la inhibicion del crecimiento micelial del Fusarium
verticillioides , por otro lado se evidencia que el tiempo presento un p=0.102 lo que explica
que este factor no influye en los resultados de inhibicién porcentual del crecimiento micelial,
de la misma forma para las interacciones entre dosis*tiempo que presento un p=0.970 donde

infiere no tener diferencias significativas en sus datos.

53



Grafica de interaccion para Inhibicion micelial (%)
Medias de datos
100 Dosis
e e e
e -m- 7
Al 48
T —a —h -
90 —p- 10
.\-'\-\
80 P
i IR TR
i x\‘\ o e ————
70 *-kf___h__q_____h.
60
50
1 3 5
Tiempo

Figura 9. Gréfica de comparaciones de medias de la inhibicion porcentual del crecimiento micelial
del Fusarium verticillioides en los diferentes tiempos y dosis del extracto etandlico Allium cepa

Interpretacion:

En las comparaciones de medias podemos evidenciar que la dosis que comienzan a reducir
la inhibicion porcentual del crecimiento micelial en sus respectivos dias de medicion son al
6% (66.84 - 58.67 — 48.73), 7% (82.82 - 69.84 - 68.45), 8% (79.45 - 75.15 - 72.58), 9% (100
—93.03-90.77), lo que es probable gue el fitopatdgeno haya presentado resistencia ante los
fangicos, pero todo lo contrario para la dosis al 10% que mostro resultados éptimos al punto
de alcanzar en sus 3 dias de mediciones un 100% de inhibicién porcentual del crecimiento

micelial.
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Tabla 8. Eficiencia del extracto etanolico Zingiber officinale para el control in vitru del hongo fitopatégeno Fusarium verticillioides

Dosificaciones de extracto etandlico del Zingiber officinale

3
E Testigo 6% 7% 8% 9% 10%
@
%
g |z |2 |2 |2 |8 |2 |2 |8 |2 |52 |2 |8 |8 |2 |8 |8 | |s
0, a) a) a) a) a) a) a) a) a) ) a) ) ) a) ) ) a )
Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm
% % % % | % % % | % | % | % | % | % | % | % | %
1 |39.15|63.08| 85 0 |11.78|1494| O 0 |1185| O 0 0 0 0 0 0 0 0
100 | 81.32|82.42| 100 | 100 | 86.05| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
2 |4308| 759 (8311 0 |1423|2316| O 0 106 | O 0 0 0 0 0 0 0 0
100 | 81.25|72.38 | 100 | 100 |87.35| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
3 3438|6345 8411 0 |1119|1695| O 0 |[1039| O 0 0 0 0 0 0 0 0
100 | 82.36 | 79.85| 100 | 100 |87.64 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
4 | 3184|5797 | 85 0 |1952|2344| O 0 9.61 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 | 71.61| 7242 | 100 | 100 | 88.69 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
5 |1406(39.37|7868| 0 |1204|1743| O 0 |1417| O 0 0 0 0 0 0 0 0
100 | 69.41|77.85| 100 | 100 |81.99 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
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Interpretacion:

El extracto etandlico del Zingiber officinale tuvo eficiencia significativa a partir del 8% de
dosis, logrando inhibir hasta en un 100% en el crecimiento micelial del hongo fitopatégeno
apartir del dia 1 de incubacion, ademas se puede visualizar en la tabla que la menor
inhibicion en el crecimiento micelial es de 76.98% (promedio) con la dosis al 6 % en el dia
5, por otro lado también se muestran en la tabla los didametros de crecimientos miceliares en

unidades milimétricas (Mm), en el que guardan relacion con los datos porcentuales mediante

la transformacién en la ecuacion.

Tabla 9. ANOVA del extracto etandlico de Zingiber officinale para la inhibicion porcentual del
crecimiento micelial del Fusarium verticillioides

ANALISIS DE VARIANZA
Fuente GL SC Ajust MC Ajust Valor F Valor p
Dosis 4 2631.5 657.870 151.98 0.000
Tiempo 2 685.8 342.881 79.21 0.000
Dosis * Tiempo 8 1686.0 210.748 48.69 0.000
Error 60 259.7 4.329
Total 74 5262.9

Interpretacion:

La dosis presenta un p=0.000 lo que se deduce que es altamente significativa, con lo cual
podemos inferir que las diferentes dosis del extracto etandlico del Zingiber officinale
presentan efectos significativos sobre la inhibicion del crecimiento micelial del Fusarium
verticillioides, al igual que el tiempo y las interacciones entre Dosis*Tiempo. Ademas se
rechaza la Ho y se acepta la hipétesis planteada por los investigadores, debido que (p-

valor<0.05).
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Figura 10. Gréfica de comparaciones de medias de la inhibicion porcentual del crecimiento micelial
del Fusarium verticillioides en los diferentes tiempos y dosis del extracto etanolico Zingiber
officinale

Interpretacion:

En las comparaciones de medias podemos evidenciar que las dosis que comienzan a reducir
la inhibicion porcentual del crecimiento micelial en su respectivos dias de medicién son al
6% (100 — 77.19 - 76.98) y 7% (100 - 100 - 86.34), lo que es probable que el fitopatdgeno
haya presentado resistencia ante los fungicos, pero todo lo contrario para las dosis al 8%,
9% y 10% ya que mostraron resultados optimos al punto de alcanzar en sus 3 dias de

mediciones un 100% de inhibicién porcentual del crecimiento micelial.
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IV. DISCUSION

Dentro de los tres extractos etandlicos de vegetales estudiados, el que se sometio a mayores
dosis para el control del fitopatdgeno fue el Allium sativum, debido que para determinar la
mejor eficiencia se tuvo que realizar una prueba piloto, donde se pudo identificar que su
efectividad oscilaba entre las dosis 10% y 15%, si bien es cierto el ajos presento efecto
controlador eficiente al 13% de dosis desde el primer dia de su incubacién debido a su poder
bioldgico que contiene dicho vegetal que son los compuesto azufrados, tal como nos respalda
Liu et al (2019) nos informa que; las sustancia extraidas de plantas que presentan en su
estructura quimica un grupo funcional de azufre tienen poder antimicéticos y de amplio
espectro ante el desarrollo de diversos fitopatogenos. Por otro lado Ramirez et al (2017) nos
revela que a través del andlisis de cromatografia liquida (HPLC) en el ajos pudo observar la
lectura de los principales compuestos como alicina y ajoene, sustancias azufradas
responsables de la inhibicion micelial del Fusarium verticillioides. Por ende tuvieron
eficiencia estadisticamente logrando obtener un (pvalor < 0.05) en todos los factores y en
sus interacciones, donde dicho andlisis deduce que todo los datos presentan diferencias
estadisticamente significativas ya que un aumento de dosis seria letal en el control in vitru
del patégeno.

Aguirre et al (2012) en su investigacion para controlar un hongo del filo taxonémico
ascomiceto Botrytis cinérea mediante el extracto etandlico del ajos; present6 resultados al
75 % de dosificacién, debido que utilizaron la metodologia de antibiograma de disco, dicha
metodologia es eficaz para andlisis bacterioldgicos debido que el filo ascomiceto presenta
estructuras filamentosas y algodonosas en su crecimiento, por lo que una medicién
milimétrica no seria optima, sin embargo los investigadores tuvieron en cuenta dicha técnica
y emplearon la técnica de dilucién de extracto en agar o también conocido como medio

envenenado, donde se obtuvo resultados eficientes al punto de optimizar a un 13 % de dosis.

El extracto etanolico del Allium cepa tuvo eficiencia a partir de 10 % de dosis, logrando
inhibir completamente al fitopatdgeno, esto fue posible gracias a sus metabolitos activos
presentes en el vegetal tales como los flavonoides y los sulfoxidos, dentro del primer grupo
mencionado se encuentra la quercentina, los cuales son compuestos que dentro de su
estructura quimica contienen éteres fendlicos, al igual los sulfoxidos que presentan como
éter al azufre, estos son los responsable del poder antifingico del vegetal. En un analisis de

cromatrografia liquida (HPLC) por parte de los investigadores Sharma, Mahato y Lee
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(2018); nos revela que la cebolla presenta como mayor concentracion a los flavonoides, sin
embargo esto explica del porque logro su objetivo en el estudio, tal como menciona Kuete
(2017) en una investigacion acerca de los efectos antimicrobianos de los componentes
quimicos presentes Allium cepa, donde indica que los preparados obtenidos de procesos
quimicos simples del vegetal inhiben a hongos del filo ascomicetos, lo cual es taxonomia
del F. verticillioides, sin embargo esto se debid ya que entre sus principales agentes

micoticos encontrados en dicho estudio fueron los flavonoides.

Por otro lado podemos observar en el cuadro de ANOVA (Tabla 9) que el factor Dosis es
altamente significativo para el Allium cepa debido a su pvalor=0.000, pero todo lo contrario
para el tiempo y la interacciones entre los factores, ya que presentaron no tener diferencia
significativas por lo que estadisticamente podemos deducir que no existe eficiencia, esto es
debido a que el hongo presento resistencia en las primeras dosis (6%, 7%, 8%, y 9%) que
fueron sometidas en el control in vitru, Ma y Michailides (2005) nos revela que los
aislamientos tienen probabilidad de que los hongos logren ser resistentes debido que sufren
cambios mutagenicos, llegando al punto de ser dominante de modo que reducen la
sensibilidad del hongo frente a los fungicidas. Galeana et al (2017) nos comenta que la
produccion de fumonisina B1 por parte del F.verticillioides en el proceso de infeccion
neutraliza cualquier defensa del vegetal. Por otro lado al pasar de los dias comenzé el
fitopatdgeno a mantener el mismo cuerpo filamentoso desarrollado por lo que las lecturas de
medicién eran similares, por ende el programa estadistico comprobd que los datos
presentaron igualdades.

El extracto etandlico del Zingiber officinale fue el mas eficiente entre los vegetales
estudiados, logrando a inhibir al fitopatogeno completamente al 8% de dosis en sus 3 dias
de medicion, esto fue posible gracias a que este vegetal presenta entres su componentes
activos de poder antifungico al gingerol y shogaol, tal como nos indica Hariram y Won
(2015) en su analisis de cromatografia liquida (HPLC) en el extracto de jengibre, se observo
la presencia de shogaol, gingerol y paradol, donde si bien es cierto son metabolitos que en
su estructura quimica presentan éteres polifendlicos, estos quimicos mencionados causan
una hiperacidificacién en la membrana plasmatica del microorganismo logrando causar la
muerte inmediata, por otro lado Dambolena et al (2012) nos informa en su investigacion
micologica donde ponen a prueba sustancias fenolicas contra el Fusarium verticillioides, que
dichas sustancias causan disminuir el crecimiento radial del micelio, ademéas provocan

cambios en la biosintesis de la pared logrando acortar la hifas, son capaces de ocasionar
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cambios morfoldgicos en especies filamentosas tales como; falta de esporulacion, perdida
de pigmentacion y desarrollo de conidioforos. Por ende, en cuanto al cuadro de ANOVA del
extracto de Zingiber officinale, sus factores dosis, tiempo e interaccion entre ellos presentan
un (pvalor<0.05) lo que infiere que presentan una diferencia estadisticamente significativa
en los datos, ya que se puede observar en la ficha de laboratorio que al aumentar las dosis el

extracto etandlico inhibe indiscriminadamente al fitopatogeno en sus dias de incubacion.

Garcia et al (2013) nos revela en su estudio que mediante el aceite esencial de Zingiber
officinale contra el Fusarium verticillioides, se obtuvieron resultados inhibitorios en el
desarrollo del hongos, trabajaron con concentraciones de 500 a 5000 Ug/ml, siendo sus
concentraciones fungitoxicas de 4000 a 5000 Ug, donde a partir de dichos rango comienzan
a inhibir éptimamente al F.verticillioides, emplearon la técnica de dilucion en agar. Pero
todo lo contrario en comparacion del extracto etanélico del Zingiber officinale ya que inhibio
el desarrollo del fitopatogeno en menos de la concentracion propuesta por dichos
investigadores ya que el kion mostro eficiencia en 1200 Ug aproximado transformando a sus
concentraciones, donde se puede inferir que la extraccién de los principios activos de los
vegetales es mejor por maceracion con etanol al 96% que los aceites esenciales obtenidos
por otros procesos, ademas se trabajé con la misma técnica de cultivo de agar papa dextrosa
donde los investigadores afiadimos peptona para un mejor desarrollo y lectura morfolégica

del hongo.
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CONCLUSIONES

Se evalu6 la eficiencia de los extractos etanolicos de vegetales (Allium sativum,
Allium cepa y Zingiber officinale) para el control in vitro del hongo fitopatogeno
(fusarium verticillioides), donde comprobaron poseer efectos antifungicos en los 3
EEV’s.

El extracto etandlico de Allium sativun presento eficiencia a partir de la dosis 13%
desde el primer dia de incubacion, inhibiendo hasta el 100% del crecimiento micelial
del patdgeno en relacion al testigo; el cual representa un crecimiento milimétrico de

0 en la placa petri con el tratamiento.

El extracto etandlico de Allium cepa presento eficiencia a partir de la dosis 10%
desde el primer dia de incubacién, inhibiendo hasta el 100% del crecimiento micelial
del patégeno en relacion al testigo; el cual representa un crecimiento milimétrico de

0 en la placa petri con el tratamiento.

El extracto etandlico de Zingiber officinale presento eficiencia a partir de la dosis 8
% desde el primer dia de incubacién, inhibiendo hasta el 100% del crecimiento
micelial del patdgeno en relacion al testigo; el cual representa un crecimiento

milimétrico de 0 en la placa petri con el tratamiento.
El extracto etanolico de Allium cepa no presenta eficiencia estadisticamente, debido

que su pvalor<0.000 en las interacciones “Dosis*Tiempo” evidencian no tener

diferencia significativa en sus datos.
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VI.

RECOMENDACIONES

Se recomienda tomar datos y resultados de esta investigacion como base para
préximos estudios fitosanitarios donde se requiera comprobar de modo in situ el

poder antifungico de estos extractos vegetales.

Utilizar los extractos etandlicos de vegetales estudiados como antifungicos, para la
busqueda de nuevos hongos fitopatogenos o bacterias susceptibles ante estos poderes

activos, dentro de analisis in vitro o in situ.

Dosificar en un rango mayor a lo establecido para obtener resultados 6ptimos y evitar

desarrollo del hongo en el transcurso del tiempo.

Realizar un analisis de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para determinar

los grupos funcionales presentes en los extractos vegetales etandlicos.
Extraer principios activos mediante otros procesos quimicos para comparar y

optimizar la inhibicion de este fitopatdgeno en los cultivos convencionales o

industrializados.
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ANEXOS

Anexo 1: Matriz de consistencia.

MATRIZ DE CONSISTENCIA

“Eficiencia de extractos etandlicos de vegetales para el control in vifro del hongo fitopatdgeno (Fusarium verticiflioides), Lima - 2019

Problemas Objetivas Hipdtesis Variables Definicidn Conceptual Definicion Operativa Dimensiones Indicadores
General: General: General: Fidias (2017); el término eficiencia en »  Alfium sativem
* ilos extractos etandlicos | = Evaluar la eficiencia de los | » Los extractos etandlicos de investigaciones se conceptualiza Extractos s Alfium cepa
de vepetales  tienen | extractos etandlicos de vegetales | vegetales tienen  eficiencia como el logro del objetive deseado | Se realizd las medicicnes etandlicos de »  Zingiber afficinale
eficiencia para el control in | para el control in vitro del hongo | significativa para el control in con menor cantidad de recursos € | mediante una ficha técnica vegetales
vitro del hongo | fitopatdgeno {Fusarium | witra del hongo fitopatdgeno Variable inversién de tiempo. de observacidn para las
fitopatdgeno  {Fusarium | wverticillioides), Lima-2019. (Fusarium verticillioides), Lima- | independiente: pruebas, teniendo en cuenta
verticillioides), Lima-20197 2019. Eficiencia de Segun lturbide et al (2017) Los | los  tipos de extractos
Especificos: Extractos extractos etandlicos de vepetales son | etandlicos de  vegetales, Dosis s %6 (V/v]-15%
Especificos: + Determinar la eficiencia del | Especificos: etandlicos de | sustancias obtenidas por | dosificacion y tiempo. viv)
= (El extracto etandlico de | extracto etandlico de ajos (Alfium | = El extracto etandlico de ajos vegetales extracciones de vegetales mediante
ajos {Allium sativumn) tiene | sativum) para el control in vitro | {Allium sativum) tiene eficiencia un procesg quimico simple usando
eficiencia para el control in | del hongo fitopatdgeno (Fusarium | significativa para el control in como solvente el etanel, en donde
vitro del hongo | verticillioides), Lima-2015. vitro del hongo fitopatdgeno dan la apertura a un modo de
fitopatdgeno  (Fusarium (Fusarium wverticillioides), Lima- biocontrol de fitopatdgenos en la Tiempo s Dial-Dia3—-Dia5s
verticillioides), Lima-20197 | = Determinar la eficiencia del | 2019. agricultura intensiva.
extracto  etandlico de cebolla
= iEl extracto etanclico de | {Alium cepa) para el control in | = El extracto etandlico de
cebolla (Affium cepa) tiene | vitro del hongo  fitopatdgeno | cebolla  (Alffum  cepa)  tiene El Fusarium wverticilliodes es
eficiencia para el control in | (Fusarium  verticillioides], Lima- | eficiencia significativa para el Segln Gonzdles et al {2015), el género | controlado en  medios  de
vitro del hongo | 2019. control in witro del hongo Variable fitopatdgeno Fusarium es controlado | cultivos de APD P diluidos con
fitopatdgeno  {Fusarium fitcpatégend {Fusarium dependiente: de modo in vitru por el bioensayo de | las diferentes dosificaciones
verticillioides), Lima-20187 | = Determinar la eficiencia del | verticillioides), Lima-2015. Control del dilucion del extracto en agar o | antifungicas, en donde los Inhibicién del %ICM
extracto  etandlico de kion hongo también conocida como técnica del | resultados fueron medidos en crecimiento {porcentaje de inhibicion
» (El extracto etandlico de | (Zingiber officinale) para el control | = El extracto etandlico de kion fitopatdgeno medio envenenado, debido que estas | relacion a las pruebas testigos micelial del crecimiento micelial)
kion (Zingiber officinale) | in vitro del hongo fitopatdgeno | (Zingiber  officinale)  tiene (Fusarium pruebas evalian la inhibicion del | [medios sin tratamientos) para
tiene eficiencia para el | (Fusarium verticillioides], Lima- | eficiencia significativa para el | verticillioides) | crecimiento micelial, de esporulacion | obtener dichos resultados en

control in vitro del hongo
fitopatdgeno  {Fusarium
verticillioides), Lima-20197

2019.

control in wvitro del hongo
fitopatdgeno {Fusarium
verticillioides), Lima-2019.

y germinacion de conidios.

porcentajes de inhibicidn del
crecimiento micelial  por
medio de una ecuacian.

Fuente: Propia
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Anexo 2: Certificado de calibracién del instrumento.
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+ Alcance de indicacion 0 'mm a 150 mm

* Divisién minima 0,01 mm

* Tipo de indicacién Digital

*Codigo de fabrica Na indica

* Ubicacion No indica

Laboratorio de Longitud y Angulo de METROIL
SAC.

2018-11-23

La calibracion se efectud por comparacion directa, segun el PC-012 Edicion 5

Pie de Rey" del INDECOPI-SNM.

Los resultados de la calibracion realizada tienen trazabilidad a los patrones,
nacionales del INACAL - DM, en concordancia con el Sistema Internacional de
Unidades de Medida (SI) y el Sistema Legal de Unidades de Medida del Peru

(SLUMP)
Cadigo Instrumento patrén Certificado de calibracién
Blogue patron de longitud ~ |
ILD68 Grado 0 LLA-C-058-2018 / INACAL-DM
; Bloque patron de longitud ey .
IL-135 Grado 0 LLA-291-2018 / INACAL-DM
] Anillo patrén A .
IL-173 Incertidumbre de 0,6 pm LLA-010-2018 / INACAL-DM
j Varilla patron a0 R
ILA77 Incertidumbre de 0.4 um LLA-322-2018 / INACAL-DM
Termametro de contacto
IT-449 Incertidumbre de 007 °C T-1672-2018 / METROIL SAC.
8. Condiciones de calibracién
Temperatura ambiental Inicial ; 19,2 °C Final : 19,4 °C
Humedad relativa Inicial : 46,9 % H.R. Final : 46 % H.R.

CERTIFICADO DE CALIBRACION N° L-1154-2018

Expediente ; B2361
Pégina 1de 3

Los resutados del certificado son
vélidos solo para el objeto calibrado y
se refieren al momento y condiciones
en que se realizaron las mediciones y
no deben utiizarse como certificado
de conformidad con normas  de
producto.

Se recomienda al usuario recalibrar el
instrumento a intervalos adecuados,
los cuales deben ser elegidos con
base en las caracteristicas del trabajo
realizado el mantenimienta,
consenacion y el tiempo de uso del
instrumento,

METROIL S.A.C. no se responsabiliza
de los perjuicios que pueda ocasionar
el uso inadecuado de este instrumento
0 equipo después de su calibracién, ni
de una incorrecta interpretacién de los
resultados de la calibracion agui
declarados.

Este certificado de calibracion es
frazable a patrones nacionales o
internacionales, los cuales realizan las
unidades de acuerdo con el Sistema
Internacional de Unidades (SI).

Este certificado de calibracion  no
podra ser reproducido parcialmente,
excepto con autorizacion previa por
escrito de METROIL SAC.

El certificado de calbracion no es
valido sin la fima del responsable
técnico de METROIL 5.AC.

TANINA RIS CHAVEZ
Jete del Laboratoria de Longitud y Angulo

METROLOGIA E INGENIERIA LINO S.A.C.
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Anexo 3: Procedimiento para la preparacion de Agar papa dextrosa peptona (PDAP).

AGAR PAPA DEXTROSA PEPTONA (PDAP)

Ingredientes:

Papa 200 gr.
Agar 13 gr.
Dextrosa 20 gr.
Peptona 03 gr.
Agua destilada 01 Litro

Preparacion:

1. Colocar en un recipiente 500 ml. de agua destilada y agregar 13 gr. de agar-agar en
polvo grado bacteriolégico, agregar ademas 20 gramos de dextrosa en polvo y 3 gr de
peptona. Calentar con un mechero hasta que se desintegren las particulas de agar,

teniendo cuidado de que la solucion no se rebalse del envase al calentar.

2. Enotro recipiente afiadir 500 ml. de agua destilada y agregar 200 gr. de papa cortada

en trozos pequefos hasta que sancoche al dente.

3. Mezclar ambas soluciones muy homogéneamente, taponear con algodén y cubrir el

cuello del balén con una hoja de papel y sujetar con una liga o cinta adhesiva.

4. Esterilizar, durante 30 minutos utilizando el autoclave tipo Chamberlain.
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Anexo 4: Informe técnico de identificacion del hongo Fusarium verticillioides.

INFORME TECNICO

LaSrta. Ana Apaza solicito la dentificacion taxondmica de un cultivo de hongo desarrollado
en una placa Petri, por ko que se procedid a realizar la observacion microscopica de las
estructuras del hongo extraidas en una limina porta objetos. La observacion se realizé en un
microscopio a los aumentos de 40 X y 100 X y se realizd las mediciones y descripeion de las
estructuras, siguiendo las descripciones realizadas por Tsuneo Watanabe. Los resultados
indican que se trata de la especie Fusartum vertictllioides (= F. moniliforme).

CLASIFICACION TAXONOMIA

REINO FUNGI
FILO ASCOMYCOTA
CLASE ASCOMYCETES
ORDEN HIPOCREALES
FAMILIA NECTRIACEAE
GENERO Fusarium
ESPECIE Fusarium verticillioldes
Atentamente,
)
L4 :f:’.'.-”ifi-"
Ing. Carlos Torres L.

Ing. Agrimomo
Especialista en Fitopatologla




Anexo 5: Fotos microscopicas del Fusarium verticillioides.
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Anexo 6: Cultivo de cepas del Fusarium verticillioides proveniente de un maiz infectado.

L

- .

P
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Anexo 7: Preparacion y obtencion de extratos etandlicos de vegetales.
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Anexo 8: Evaporacidn del etanol para la obtencion de extracto crudo mediante el Rotavapor
marca Boeco Germany.

85



Anexo 9: Homogenizacion de los extractos etandlicos en diferentes dosis con APD P.
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Anexo 10: Plaqueo de soluciones homogenizadas (EEV + APD P) para su posterior
solidificacion.
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Anexo 11: Cultivo de Fusarium verticillioides en el medio de PDAP + EEV e incubacion.
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Anexo 12: Prueba piloto.
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Anexo 13: Hoja de observacion de la prueba piloto.

Hoja de observacion - Laboratorio (Calculo de inhibicion del crecimiento micelial %)

Fecha: 04/02/19 - 05/02/19 -
06/02/19

“Eficiencia de extractos etandlicos de vegetales para el control in vitro del hongo fitopatégeno (Fusarium verticillioides), Lima - 2019”

Extracto etandlico de ajos (Allium sativum)

N° de TESTIGO 5% 10% 15% 20% 25%
repeticiones | Dial | Dia2 | Dia3 | Dial | Dia2 | Dia3 |Dial |Dia2 |Dia3 |Dial |Dia2 |Dia3 |Dial|Dia2 | Dia3 |Dial | Dia2 | Dia3
1 28.17|47.13|76.15|51.47 | 58.07 | 49.4 |70.14|70.88|78.48 | 100 100 100 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100
2 23.8429.93 |51.82 |45.72 | 46.14|39.65| 100 | 100 |81.97 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
3 37.26 | 53.84 | 65.18 | 71.47 | 67.29 | 40.07 | 80.78 | 82.29 | 79.73 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Extracto etandlico de cebolla (Allium cepa)

N° de TESTIGO 5% 10% 15% 20% 25%
repeticiones | Dia1l | Dia2 | Dia3 | Dial | Dia2 | Dia3 |Dial |Dia2 | Dia3 |Dial | Dia2 |Dia3 |Dial|Dia2 | Dia3 |Dial | Dia2 | Dia3
1 28.17 |47.13 | 76.15 | 45.22 | 69.23 | 74.69 | 100 100 100 100 100 100 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100
2 23.84129.93 |51.8239.29 (42.16|54.59 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
3 37.26 | 53.84 | 65.18 | 58.8 |52.73|56.84| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Extracto etandlico de jengibre (Zingiber officinale)

N° de TESTIGO 5% 10% 15% 20% 25%
repeticiones | Dial | Dia2 | Dia3 | Dial | Dia2 | Dia3 |Dial |Dia2 | Dia3 |Dial | Dia2 |Dia3 |Dial|Dia2 | Dia3 |Dial | Dia2 | Dia3
1 28.17|47.13 | 76.15|59.67 | 69.17 | 77.04 | 100 100 100 100 100 100 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100
2 23.84{29.93 | 51.82 | 44.25|46.44|59.32| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
3 37.26 | 53.84 | 65.18 | 65.19 | 68.77 | 70.26 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
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Anexo 14: Crecimientos de medios testigos sin tratamientos.
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Anexo 15: Control del Extracto etandlico del Allium sativum en Fusarium verticillioides.
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Anexo 16: Control del Extracto etanélico del Zingiber officinale en Fusarium
verticillioides.
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Anexo 17: Control del Extracto etanolico del Allium cepa en Fusarium verticillioides.
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Anexo 18: Mediciones del crecimiento micelial de los fitopatdgenos en el medio
envenenado.
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Anexo 19: Histogramas de promedios del crecimiento micelial en milimetros del F.
verticillioides en los diferentes EEV, dosis y dias.

Extracto etandlico de Ajos (Allium sativum)

90
® 80 7
S 70 7
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s 60
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:E 40
= 30
© 20
£
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0 r & &
TESTIGO 11% 12% 13% 14% 15%
MDial 325 0 0 (] (] (]
MDia3  62.26 11.57 4.09 0 (] (]
MDia5  83.33 20.07 10.50 0 (] 0
Extracto etandlico de Cebolla (Allium Cepa)
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Anexo 20: Histogramas de promedios de porcentaje de inhibicion en el crecimiento
micelial del F. verticillioides en los diferentes EEV, dosis y dias.

% de inhibicion micelial
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Extracto etandlico de Jenjibre (Zingiber Officinale)
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Anexo 21: Diagrama de flujo de la investigacion.

Eficiencia de extractos etandlicos de vegetales
para el control in vitro del hongo fitopatogeno
(Fusarium verticillioides), Lima 2019
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UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

AUTORIZACION DE LA VERSION FINAL DEL TRABAIO DE INVESTIGACION

CONSTE POR EL PRESENTE EL VISTO BUEND QUE OTORGA EL ENCARGADO DE INVESTIGACION DE

ViG. FERNANDO ANTONIO SERNAQUE AUCCAHUASI

A LA VERSIGN FINAL DEL TRABAJO DE INVESTIGACION QUE PRESENTA:
LUIS SANTIAGC 30 LIS AQUI NO
INFORME TITULADO: :

EFICIENCIA DE EXTRACTOS ETANOLICOS DE VEGETALES PARA EL
CONTROL N VITRO DEL HONGO =TOPATOGEND  (FUSARIUM
VERTICILLIOIDES), LMA = 2018.

PARA OBTENER EL TITULO O GRADO DE:

INGENIERQ AMBIENTAL

SUSTENTADO EM FECHA: 08 D:E.IUUD DEL 2018,
NOTA O MENCION: pituo Gio /j& )

sl .
ﬁi&fmmmfa SERNAQUE AUCCAHUASI
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UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO
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WG, CERNANDO ANTCNIO SERNAQUE AUCCAHUAS!

A LA VEESISH FINAL DEL TRABAID DE INVESTIGADION QUE PRESENTA:

ANA GABRIELA APATA LQPEZ
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A e e 2

FARLA OBTEMER EL TITULS O GRADD DE:

IMGEMIERA AMBIENTAL
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