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I. EFECTO DE TRES CONCENTRACIONES DEL RESIDUQO DEL ENDULZADO DE
CHOCHO SOBRE Alternaria sp y Brevicorine brasicae L. (PULGON) EN EL
CULTIVO DE BROCOLI (Brassica oleracea L.) EN LABORATORIO.

II. INTRODUCCION

La alta demanda del brdcoli en mercados internacionales trajo buenos resultados al sector
agricola. La produccion nacional del afio 2016, presentd similar comportamiento a la produccion
internacional, aumentando de forma considerable en 12,5% con respecto al afio 2015, reportando
un rendimiento de 74 910 t de brocoli exportados. (SINAGAP, 2016)

Sin embargo el cultivo sucesivo ha provocado problemas fitosanitarios a los que tienen que
enfrentarse los productores de brécoli ademas de los requisitos impuestos por las normas de
calidad de los paises destino, relacionando con la presencia de residuos de plaguicidas,
enfermedades y plagas los que repercuten en los precios y en la calidad del producto.

Los rendimientos y la calidad del producto se ven afectados por la presencia de plagas y
enfermedades siendo las de mayor importancia econémica Alternaria sp, conocida como mancha
de las cruciferas y los afidos que afectan directamente en el rendimiento del cultivo de brécoli.

La busqueda de alternativas de control de plagas y enfermedades se ha enfatizado en los ultimos
afios, en la utilizacion de extractos vegetales, como otra opcién los subproductos de las industrias,
macerados, etc.

Los residuos del endulzado de la planta procesadora de chocho de la parroguia Chugchilan estan
siendo utilizados por los agricultores de manera empirica para el manejo de varias plagas y
enfermedades lo que lleva a realizar investigaciones en cuanto a las dosis, concentraciones para
el manejo de (Alternaria sp y Brevicorine brasicae, L) del cultivo de brécoli.

I11. IMPORTANCIA.

El chocho es uno de los principales rubros de los agricultores de la parroquia Chugchilan, siendo
el proceso de endulzado del chocho el que genera grandes cantidades de residuos liquidos que no
tiene un fin adecuado, este producto podria constituirse en una alternativa para el manejo de
plagas y enfermedades en cultivos horticolas, como el brécoli.

IV. PROBLEMA

El abuso de agroquimicos en la produccién agricola convencional ha contribuido a que se
incremente los problemas fitosanitarios, debido a la resistencia de patégenos y plagas, al eliminar
principalmente a los enemigos naturales, los cuales mantienen un ecosistema regulado,
evidenciando en la pérdida del equilibrio natural.

El residuo del endulzado de chocho se utiliza de una forma empirica existiendo un
desconocimiento



Referente a las concentraciones o dosis que se debe emplear como una alternativa amigable con
el ambiente para obtener un buen manejo de las plagas y enfermedades en el cultivo de brocoli.

V. JUSTIFICACION

Actualmente suelen utilizar el residuo del endulzado de choco como alternativa de manejo para
plagas y enfermedades en el cultivo de brocoli.

Sin embargo se esta utilizando estas alternativas biodegradables para el manejo de plagas y
enfermedades de forma empirica, su uso es diferente en funcion de las concentraciones y dosis,
debido a que no se conoce los verdaderos efectos de estos residuos y cudles son las,
concentraciones que ejerzan un manejo eficiente de plagas y enfermedades en el cultivo de
brécoli, sin alterar los ecosistemas, es por esta razon que la presente investigacion plantea realizar
el estudio de las concentraciones de los residuos del endulzado de chocho para el manejo de plagas
y enfermedades en el cultivo de brécoli.



VI. OBJETIVOS
A. GENERAL

Evaluar el efecto de tres concentraciones de residuos del endulzado de chocho sobre Alternaria
sp y Brevicorine brasicae, L. (pulgén) en el cultivo de brécoli (Brassica oleracea, L), en

laboratorio.

B. ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de tres concentraciones del endulzado de chocho sobre el desarrollo de
(Alternaria sp.)

2. Evaluar el efecto de tres concentraciones del endulzado de chocho sobre (Brevicorine brasicae
L.) pulgones en brdcoli (Brassica oleracea L.)



VII. HIPOTESIS
A. HIPOTESIS NULA

Ninguna concentracion de los residuos del endulzado de chocho tiene efecto sobre (Alternaria
sp y Brevicorine brasicae L) pulgén en el cultivo de brdcoli

B. HIPOTESIS ALTERNANTE

Al menos una concentracion de los residuos del endulzado de chocho tiene efecto sobre
(Alternaria

sp y Brevicorine brasicae L), pulgén en el cultivo de brdcoli

C. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

1. Variable dependiente

a. Alternaria sp;

1) Porcentaje de afectacion
2) Severidad en tejido inoculado

b. Pulgon

1) Individuos afectados
2) Individuos muertos

2. Variable independiente

a. Residuos del endulzado de chocho
b. Concentraciones de residuos del endulzado de chocho



VIII. REVISION BIBLIOGRAFICA

A. CULTIVO DE BROCOLI

1. Importancia del cultivo de brécoli

El brécoli es una planta de la familia de las Brasicaceae, originaria del Mediterraneo y Asia
Menor, se lo consume en fresco: en ensaladas, sopas, entre otras. EI consumo de este producto se
ha incrementado en los Gltimos afios, principalmente por su gran cantidad de atributos nutritivos
y anti cancerigenos. (SINAGAP, 2016)

Debido al incremento en la demanda mundial, la produccion del brécoli, entre el afio 2000 al
2012, registro un crecimiento del 41.88%, pasando de 14°989,000 toneladas producidas en el afio
2000 a 21°266,789 toneladas en el 2012; presentando asi, una tendencia positiva en este periodo
de tiempo, con una tasa de crecimiento anual promedio de 2.99%. (SINAGAP, 2016)

Desde el afio 2000 al 2012, la evolucion de la superficie cosechada de brdcoli en Ecuador ha
tenido un incremento de 9.27%; pasando de 3,330 hectareas en el afio 2000 a 3,639 hectareas en
el 2012. (SINAGAP, 2016)

Ecuador exportd 56 mil toneladas, siendo el séptimo pais exportador a nivel mundial; el 72.96%
de estas tuvieron como destino Estados Unidos, Japdn y Alemania. (SINAGAP, 2016)

Segun SINAGAP (2014). En Ecuador la superficie cosechada de brécoli en el afio 2012 alcanzé
las 3,639 hectareas, distribuidas en ocho provincias, con una produccion total de 70,000 toneladas
y un rendimiento de 19.24 tm/ha.

Las provincias de Cotopaxi y Pichincha registran la mayor cantidad de superficie cosechada de
brécoli, ocupando el 82.00% de la superficie total nacional. Cotopaxi es la provincia con mayor

produccion (51,350 toneladas) y con un rendimiento de 28.22 tm/ha. (SINAGAP, 2016)

2. Descripcidon taxondémica

Tabla 8.1. Clasificacion taxonémica de la planta de brécoli

Nombre Brassica oleracea var.
Cientifico: ItalicaPlenck

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Brassicales

Familia: Brassicaceae

Género: Brassica



https://www.ecured.cu/Plantae
https://www.ecured.cu/Magnoliophyta
https://www.ecured.cu/Magnoliopsida
https://www.ecured.cu/Brassicales
https://www.ecured.cu/Brassicaceae
https://www.ecured.cu/Brassica

Especie: Oleracea var. italica

Nota. (CORPOICA, 2016)

3. Fenologia del cultivo de brocoli.

El brécoli presenta 3 estados fenoldgicos:

a. Vegetativa inicial (VI): En la cual se consolidan procesos de produccion de biomasa foliar, el
cual se caracteriza por la enorme cinética de formacion de hoja, con altos indices de
fotosintesis y respiracion celular, donde la morfologia de hoja es tipica de este periodo y esta,
varia con la de ciclos posteriores tanto en calidad como en cantidad. Fisiol6gicamente esta
etapa debe consolidarse en su totalidad, de esta depende que la planta ingrese a posteriores
periodos sin presencia de producto o metabolismo carencial. (Orellana, Solérzano, Bonilla,
Salazar, & Velastegui, 2008)

b. Vegetativo medio (VM): En la cual se caracteriza por fases en las cuales los procesos de
formacion de biomasa no son definidamente cuantitativos sino mas bien cualitativos. La
biomasa foliar tiene proyecciones inductivas para la formacion de bases florales y los
primeros eventos de formacion de primordios foliares. En esta etapa se diferencia
metabolicamente porque los fotosintatos producidos por la planta se direccionan a la
consolidacion de la formacién de la pella. (Orellana, Sol6rzano, Bonilla, Salazar, &
Velastegui, 2008)

c. Induccidn floral (IF): O formacidn de pella, por medio de la cual se inicia agresivamente la
formacién de yemas apicales, tanto en puntos de crecimiento de dominancia apical, como en
domos laterales de la base de tallo diferenciado. En esta fase los fotosintatos se direccionan
con toda su capacidad a la formacion de bases de sustentacion de primordios florales.
(Orellana, Solérzano, Bonilla, Salazar, & Velastegui, 2008)

4., Requerimientos de suelo y clima

El brdcoli es una hortaliza que se desarrolla favorablemente en climas frios y frescos, tolerando
temperaturas de hasta -2°C, siempre y cuando no esté presente la inflorescencia en la planta, de
lo contrario sera facilmente dafiada por la baja de temperatura. La temperatura Optima de
desarrollo es de 17 °C. Se adapta casi a cualquier tipo de suelos, pero, como todos los vegetales,
prefiere suelos no muy ligeros, uniformes, profundos con buen drenaje y con un pH dptimo de 6
a 7.5 (aunque soporta de 5 a 5.5 de pH). (Santoyo & Martinez , 2010)

5. Manejo del cultivo de brocoli

a. Siembra

Puede ser establecido de forma directa o trasplante, pero actualmente la mejor forma de
establecimiento es a través de trasplante, debido que las nuevas variedades requieren de la siembra
en charolas para aprovechar el 100 % de la semilla que se compra a las casas comercializadoras.
(Santoyo & Martinez , 2010)


https://www.ecured.cu/Brassica_oleracea_var._italica

b. Riego.

Esta actividad se recomienda sea realizada dos veces por semana. Durante la primera semana de
trasplante, seran tres horas de riego; durante la segunda y tercera semanas después del trasplante,
se recomienda realizar los riegos por dos horas. A partir de la cuarta semana, el riego solo sera
para refrescar al cultivo, por lo que el tiempo deberé de ser entre 40 y 60 minutos. En la mayoria
de las zonas de produccion se sigue utilizando el riego rodado con gran éxito (seis riegos en total);
sin embargo, dependera del acceso y la disposicion de agua de las zonas de produccion. (Santoyo
& Martinez , 2010)

c. Fertilizacion

Consiste en la aplicacion de sustancias nutritivas (iones minerales, compuestos organicos,
vitaminas, aminoacidos, mejoradores, bio activadores, hormonas, acidos, etc), necesarias para los
vegetales, en el agua de riego; aplicandolas en la cantidad, proporcion y forma quimica requerida
por las plantas, segun su etapa de desarrollo, ritmo de crecimiento y acumulacion de materia seca,
de tal manera que se logren a corto y largo plazo altos rendimientos, con calidad y mantenimiento
de un adecuado nivel de fertilidad general en el suelo.

El cultivo del brécoli es altamente demandante de materia organica, de ser posible se deben de
adicionar por lo menos 4 t/ha dos meses antes de trasplante; ademas, este cultivo es altamente
demandante de nitrégeno, sobre todo en las etapa de crecimiento. Los fertilizantes que se
recomiendan usar son urea, nitrato de potasio, nitrato de magnesio y fosfato monoamdnico.
(Santoyo & Martinez , 2010)

6. Cosecha

La cosecha se debe realizar cuando la cabeza o inflorescencia principal tiene un tamafio de 5 a 6
pulgadas, con grano fi no y compacto; estos pardmetros son tomados en cuenta para la
comercializacidn en el mercado en fresco. Para el mercado de procesamiento, se debe tomar en
cuenta el tamafio maximo que pueda alcanzar la inflorescencia, siempre y cuando presente grano
de fi no a mediano, sin llegar a reventar el pedicelo (columna) de la flor; el tamafio ideal es de 6
a 8 plg. (Santoyo & Martinez , 2010)

B. PRINCPALES PLAGAS Y ENFERMEDADES

Entre las principales enfermedades en el cultivo de brdcoli se destaca:

1. Alternaria sp.

a. Taxonomia

Alternaria sp. Es un hongo dematidceo, perteneciente al orden Pleosporales, familia
Pleosporaceae. El género Alternaria abarca cientos de especies. La mayoria son saprofitas,

encontrandose en el suelo, material en descomposicion y aire.

Las especies mas frecuentemente aisladas en humanos son: A. alternata, A. chartarum, A.
dianthicola, A. infectoria, A. stemphylodes, A. tenuisima y A. longipes. (Rivas, 2014)



Tabla 8. 2. Taxonomia de Alternaria sp

Clasificacion
Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Dothideomycetes
Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae
Género: Alternaria

Especies: alternata, brassicae, brassicicola

Nota. (Rivas, 2014)

b. Descripcién morfolégica

Los conidios de Alternaria tienen septos transversales y longitudinales y se los conoce como
dictiosporas, ademas son pardos y picudos. Nacen por la brotacién apical de una célula
conididgena o de la espora anterior, dando lugar en este Ultimo caso a una cadena que suele
ramificarse si una espora produce mas de un brote. (Carrillo, 2003, pag. 81)

El estudio de Alternaria en microscopico se puede realizarse sin tincion, observandose hifas
septadas dematiaceas, conidioforos septados con pared lisa o rugosa, simples o simpodiales con
varios poros de insercion y, conidios Unicos o en cadenas acropétalas con forma ovoide u
obclavada, septados longitudinalmente y transversalmente. El final del conidio, cerca del
conidiéforo es redondo, mientras que se estrecha hacia el &pice. Dicha caracteristica les da la
apariencia tipica a los conidios. (Rivas, 2014)

“Se puede observar macroscopicamente, colonias planas y algodonosas, de coloracion blanca
grisacea inicialmente y posteriormente se observa su superficie de color café o verde oliva oscuro,
el reverso de la colonia es café oscuro a negro, como resultado del depdsito de pigmento
dihidroxinaftaleno-melanina”. (Rivas, 2014)

c. Sintomatologia de Alternaria sp.

Causa el marchitamiento de las plantas si ataca cuando ellas son jovenes. Los ataques en plantas
adultas son menos severos, causando manchas en las hojas. (Carrillo, 2003)
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Los sintomas de la enfermedad corresponden a lesiones de color café oscuro a negro en las hojas
y peciolos, estas caen posteriormente y son fuente indculo posterior para la diseminacién de la
enfermedad. (Sepulvéda & Tay, 2011)

d. Ciclo de vida de Alternaria sp
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Figura 8. 1. Ciclo de vida de alternaria sp como un patdgeno de vegetales.
Nota. (Agrios, 1985)

El ciclo de vida de Alternaria sp presenta 4 etapas:
1) Etapa de sobrevivencia del hongo.

Son todos parasitos obligados (Briofitos), por lo general la infeccién y desarrollo del micelio es
totalmente superficial, desarrollando haustorios en los tejidos epidermales. Raramente matan a
sus huéspedes, pero utilizan sus nutrientes, disminuyen su fotosintesis, aumentan su respiracion,
disminuyen su desarrollo y productividad. (Medina, 2014)

Sobreviven como saprétrofos en restos de plantas enfermas. Cuando los conidios quedan
expuestos a temperaturas bajas (3 °C) se pueden formar clamidosporas y microesclerocios,
estructuras con gran capacidad de persistencia en condiciones adversas. (Medina, 2014)

2) Etapa de gemacion del hongo.

Cada gema producida tiene la potencialidad de infectar y producir méas lesiones en nuevas hojas.
La presencia de agua y temperatura alrededor de 18 °C es importante para que esto ocurra. Cuando
estas gemas se depositan en hojas débiles o tallos jovenes; en pocas horas, inicia la germinacion
de las gemas con la emision de hifa del hongo sobre el tejido de la planta. (Medina, 2014)
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3) Fructificacion de nuevas lesiones o indculo secundario.

Esta fase se debe principalmente al desarrollo de la enfermedad cuando las condiciones
climaticas o factores para que el patdgeno disperse mas la expansion de la enfermedad a la planta.
(Medina, 2014)

4) Final del ciclo de la enfermedad e indculo residual.

Al final de la época lluviosa, la humedad disminuye, la temperatura se incrementa, hay mayor
ventilacion y menos horas de mojado foliar. Durante el invierno, el hongo permanece en los restos
de cosecha que quedan en el suelo. Las plantas mas débiles debido a ataques por otras
enfermedades o por falta de abonado nitrogenado, son a las que primero ataca. (Medina, 2014)

e. Control quimico

El control quimico debe ser utilizado como complemento a las medidas culturales descritas como
parte de un control biol6gico. (Sepulvéda & Tay, 2011)

1) Desinfeccion de semillas
*Cadilac 80 WP (Mancozeb).
2) Aplicaciones Foliares

Las aplicaciones al follaje deben realizarse cuando se observan los primeros sintomas, estos se
manifiestan con una clorosis incipiente en los bordes de las hojas. Un estado avanzado de la
enfermedad causa lesiones necroticas en los foliolos y pérdida importante de plantas en el campo.
(Sepulvéda & Tay, 2011)

Una vez detectada la enfermedad se deben realizar aplicaciones quimicas al follaje en con una
periocidad de 10-15 dias, utilizando los siguientes productos:

a) Amistar 50 WG (Azoxystrobin).

b) AmistarTop (Azoxystrobin/Difenoconazole).

c) Glider 72 SC (Chlorotalonil).

d) Bravo 720 (Chlorotalonil).

e) Chlorotalonil 720 SC (Chlorotalonil).

f) Balear 720 SC (Chlorotalonil).

g) Score (Difenoconazole).

h) Caldera 250 EC (Difenoconazole). (Sepulvéda & Tay, 2011)

f.  Control biol6gico.

Las especies de Trichoderma son hongos de vida libre que pueden ser usados para el control de
muchos patdgenos, al biosintetizar un amplio rango de metabolitos que acttan sobre los hongos
patdgenos. También estd demostrado que especies de Trichoderma inducen respuestas de defensa
local y sistémica en cultivos agricolas tal como algodén, tabaco y lechuga (Reino et a/. 2008).
Citado por (Vargas, 2009)
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Dentro del control bioldgico Vargas, (2009). Manifiesta que se pueden utilizar extractos de
plantas como es el caso de nimbo de la India Azadirachta indica (neem) es el mejor ejemplo de
una planta usada frecuentemente en muchos paises por su actividad antifungica de amplio
espectro utilizada; dicha actividad se le atribuye a las azadirachinas y nimbidinas.

2. Brevicorine brasicae, L (Pulgén)

a. Taxonomia

Tabla8. 3. Clasificacion taxondmica de Brevicorine brasicase. L, (pulgon)

Reino: Animal
Subreino. Metazoario
Phyllum:
y Artrépoda

Clase:

Insecta
Subclase:

Pterygogenea
Orden: Hemiptera
Suborden: Homoptera
Subfamilia: Aphidina
Familia: ;

Aphidaceae
Genero:

Brevicoryne

Especie: .
P Brassicae

Nota. (EcuRed, 2014). Presenta la siguiente clasificacion:

b. Descripcion morfolégica

Son insectos de cuerpo blando pequefio, aspecto globoso y con un tamafio medio entre 1-10 mm.
Hay pulgones apteros (sin alas) y alados. Los primeros tienen el térax y abdomen unido, y los
segundos perfectamente separados. El color puede variar del blanco al negro, pasando por
amarillo, verde y pardo”. (INFOAGRO, 2010)

Los pulgones son insectos chupadores, y estan provistos de un largo pico articulado que clavan
en el vegetal, y por él absorben los jugos de la planta. Segregan un liquido azucarado y pegajoso
por el ano denominado melaza, e impregna la superficie de la planta impidiendo el normal
desarrollo de ésta. En la zona final del abdomen, se encuentran situados dos tubitos o sifones, de
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distinto tamafio y forma segln especie, por el cual segregan sustancias céreas. Otras especies,
poseen en el abdomen glandulas productoras de cera pulverulenta con la que se recubren, son los
pulgones harinosos o lanigeros. (INFOAGRO, 2010)

Sin excepcidn, son insectos chupadores, generalmente de jugos de plantas, aungue a veces se han
adaptado a la alimentacién de sangre o a chupar los liquidos de presas que cazan. (INFOAGRO,
2010)

c. Sintomas de Brevicorine brassicae, L (pulgén)

Los pulgones realizan picaduras en el vegetal, del cual extraen savia, lo que debilita la planta
disminuyendo su vigor, y la resistencia tanto al ataque de las mismas plagas como a condiciones
externas del ambiente. Las plantas quedan recubiertas de cera. Las hojas se abarquillan, pierden
color y pueden llegar a secarse. Ademas, provoca un dafio indirecto al ser un transmisor de virus.
(Bermejo, 2011)

d. Ciclo del insecto
El ciclo clasico, es el siguiente:

Primero el pulgdn nace de huevos del afio anterior, hembras apteras, partenogenéticas y viparas
(fundadoras), que producen.

Segundo, otra serie sucesiva de hembras con otras caracteristicas (hijas de las fundadoras).

Tercero, en la segunda o tercera generacidn, aparecen hembras aladas, partenogenéticas y
viviparas (emigrantes), que vuelan en grandes masas para invadir otras plantas de la misma o
distinta especie que la de que provienen, pero siguen produciéndose las &pteras como
anteriormente.

Cuarto, en las nuevas plantas, las emigrantes siguen produciendo generaciones de hembras
(colonizadoras) apteras y aladas, partenogenéticas y viviparas, de las cuales las aladas emigran.

Quinto, en las nuevas plantas, se producen otras hembras aladas o apteras, partenogenéticas y
viviparas que son las sextparas, 6sea las que daran a los individuos sexuados; generalmente las
sexuparas haladas vuelven a la planta primitiva.

Sexto; las formas sexuales macho y hembra, apteros o alados, que se aparean y ponen los huevos
gue pasan asi un tiempo para luego salir de ellos las fundadoras ese ligero esquema del ciclo lleva
en realidad bastantes o mas complicaciones, y las series de hembras de cada categoria se
diferencian unas de otras por caracteres morfolégicos precisos, de modo que son formas diversas
de la especie. (INFOAGRO, 2010)
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e. Control quimico

En brasicaceas durante el periodo de crecimiento vegetativo hay que ir muestreando toda la
parcela para detectar cuanto antes la presencia del insecto, y asi poder tratar por focos antes de
que el ataque se extienda y haya que tratar toda la finca.

Una vez la planta empieza a acogollar tratar si se detecta algun pulgén.
Algunas de las materias activas que se utilizan son: cipermetrin, deltametrin, zeta-cipermetrin,
imidacloprid, pirimicarb, etofenprox o piretrinas naturales (Bermejo, 2011)

f. Control biol6gico

Basurto, (2018). Indica que las hojas de molle (Schinus molle L.) contienen una resina que posee
propiedades insecticidas, fungicidas y repelentes. Se emplea para el control de hormigas,
pulgones y polilla de la papa”. Se prepara dejando macerar en agua 100g de hojas y/o frutos por
litro 10 de agua durante 10 dias” o moliendo y utilizar con talco o como te.

(Martinez, Sanroma, & Rosveti, 2006). Manifiestan que se deben realizar tratamientos con
Verticillium lecanii (cepa Micotall).

Realizar tratamientos con Diaretiella rapae que parasita a B. brassicae, observandose individuos
de pulg6n momificados en el cultivo. (Bermejo, 2011)

3. CARACTERISTICAS DE LOS RESIDUOS DEL ENDULZADO DE CHOCHO.

En las aguas residuales del endulzado de chocho estan presentes los llamados anti nutrientes los
cuales son un obstaculo para la alimentacién tanto humana como animal por su alto contenido de
alcaloides, quinilizidinicos amargos toxicos la lupanina esparteina, 4-hydroxilupanina y 13-
hydroxilupanina son los alcaloides principales del chocho. La esparteina y la lupanina son los
alcaloides mas toxicos, el contenido de aminoacidos totales es de 3-4% en las semillas de chocho.
(Carrasco, 2014)
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VALOR
LIMITE
PERMISIBLE
(=)

Grasas y Aceites

PEE/LABCESTTA/42
Standard Methods No.
5520B

mg/L <2

+30%

Aluminio

PEE/LABCESTTA/174
EPA 200.7 ICP-AES
Rev 4.4 1994

mg/L <0,05

+10%

Arsénico

PEE/LABCESTTA/174
EPA 200.7 ICP-AES
Rev 4.4 1994

mg/L. <0,01

+22%

Bario

PEE/LABCESTTA/174
EPA 200.7 ICP-AES
Rev 4.4 1994

mg/L <0,07

+=17%

Berilio

PEE/LABCESTTA/174
EPA 200.7 ICP-AES
Rev 4.4 1994

mg/L <0,006

+21%

Boro

PEE/LABCESTTA/174
EPA 200.7 ICP-AES
Rev 4.4 1994

mg/L 0,064

+20%

Cadmio

PEE/LABCESTTA/174
EPA 200.7 ICP-AES
Rev 4.4 1994

mg/L <0,0008

+22%

*Cobalto

PEE/LABCESTTA/174
EPA 200.7 ICP-AES
Rev 4.4 1994

mg/L <0,01

Cobre

PEE/LABCESTTA/174
EPA 200.7 ICP-AES
Rev 4.4 1994

mg/L

+20%

Fosforo

PEE/LABCESTTA/174
EPA 200.7 ICP-AES
Rev 4.4 1994

mg/L <1,7

+23%

Figura 8 2. Analisis del agua residual del chocho. Fuente. (CESTTA, 2016)

Amino acido Crudo descizrcl;dr‘:gido D:s:r:lac;ghao(:o Pf)?rgn
con agua
Isoleucina 4.8 5.5 5.0 4.0
Leucina 7.0 7.9 1.9 7.0
Lisina 59 5.6 6.4 3.5
Metionina/Cisteina 1.6 1.9 24 33
Feenylalanina/Tirosina 7.9 8.1 6.3 6.0
Treonina 3.8 3.6 42 4.0
N'T_r_igt.czfano 0.7 0.7 0.6 1.0
Valina - 42 4.5 - wZ.S— 5.0

Figura 8 3. Contenido de amino &cidos esenciales en el tarwi crudo, desamargado con agua y con alcohol
(g amino acid/16g N) (Carrasco, 2014)




Alcaloides Porcentaje %o
Lupanina 60
13-Hidroxylupanina 15
Esparteina 1.5
4-Hidroxylupanina 9
Izolupanina 3

Figura 8.4 principales fracciones de alcaloides del chocho, fuente: (Jarrin, 2003)
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IX. MATERIALES Y METODOS

A. CARACTERISTICAS DEL LUGAR

1. Localizacién
Se realizd en el laboratorio de Ciencias Bioldgicas en el departamento de microbiologia, de la
Facultad de Recursos Naturales de la ESPOCH, ubicado en el cantén Riobamba, provincia de

Chimborazo.

2. Ubicacién geogréafica

a. Latitud: 1°38°51°S
b. Longitud: 78°40°58°0O
c. Altitud: 2820 m.s.n.m (Estacion meteorol6gica ESPOCH, 2018)
3. Condiciones de laboratorio
a. Temperatura promedio: 22° C.
b. Humedad relativa: 50 a 55 %. (datos tomados del hidrotermémetro del laboratorio de

ciencias biologicas, 2018)
B. MATERIALES Y EQUIPOS
1. Materiales

Papel toalla.

Portaobjetos y cubreobjetos.

Cajas mono Petri desechables.

Guantes quirargicos.

Papel filtro.

Aguja de tuxteno.

Tarrinas plasticas.

Cinta.

Fosforera.

Marcador permanente.

Frascos de vidrio de 500 ml.

Micropipeta automatica 100 uL
. Embudos.

Piceta

Gas.

Mechero.

Sacabocados.

Goteros.

Computador.

Marcadores.

Esferos.

Calculadora.
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C.

Grapadora.
Perforadora.
Libreta de campo.

Equipos.

Autoclave.

Microscopio.

Céamara de aislamiento de flujo laminar.
Céamara microscopica digital (10 mp).
Incubadora.

Refrigeradora.

Reactivos.

Medio de cultivo-PDA.
Cloranfenicol.

Alcohol industrial.
Agua destilada.
Fungicida.

METODOS

1. Metodologia

1)

2)

1)

Fase de campo
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Las muestras del residuo de endulzado de chocho se obtuvo por parte de Maquita Cushunchi
Chimborazo, MCCH quienes recolectaron los residuos liquidos del proceso de coccién del
chocho de la planta de procesamiento en la parroquia Chugchilan. La recoleccion se realizd
el mismo dia que fue trasladado a la ciudad de Riobamba, en condiciones controladas de

temperatura.

Se realiz6 la recoleccidn de muestras infestadas con Alternaria sp. En hojas de brécoli.

Se realiz6 la recoleccion de muestras infestadas a partir de hojas de brécoli que muestren una
alta incidencia del patégeno, provenientes de campos de cultivos pertenecientes a socios de
la planta de endulzamiento de la Parroquia Chugchilan, Cantén Latacunga, Provincia

Cotopaxi.
Fase de laboratorio

Aislamiento del patégeno Alternaria sp.

Se realiz6 cAmara himeda a las muestras recolectadas en campo utilizando el siguiente protocolo:
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a) Serealiz6 un triple lavado:

Se lavé las muestras en agua corriente, luego se sumergio las muestras en una solucion de alcohol
al 2% por un minuto, lavar las muestras con una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al 5%,
después de cada lavado las muestras se las enjuaga con agua destilada estéril haciendo uso de una
piceta, las muestras se dejo en una caja Petri con papel filtro previamente humedecido durante
tres dias en condiciones de oscuridad a temperatura ambiente + 20 °C.

2) Identificacion morfoldgica de Alternaria sp.

La identificacion morfoldgica se realizé observando las estructuras caracteristicas de Alternaria
bajo el microscopio comparando con la clave de identificacion segun (Ellis, 1976)

3) Inoculacion del hongo Alternaria sp.

a) Preparacion de Agar Papa Dextrosa (PDA).

Se pes6 20 g. de PDA también se afiadié 500 mg de cloranfenicol para 500 ml de agua destilada.
Se esterilizé el medio de cultivo utilizando el autoclave, a una temperatura de 126°C durante 20
minutos, luego se procede a esperar a que el medio de cultivo se enfrié a una temperatura
aproximada de 50 °C para verter en las cajas Petri.

b) Con la aguja de tungsteno se transfirié parte del micelio del hongo al medio de cultivo.

4) Purificacion del cultivo.

Una vez verificado que el patdgeno colonizé el medio de cultivo, se realizo replicas para obtener
una cantidad suficiente de inoculo para realizar las posteriores pruebas.

5) Pruebas de antagonismo.

Para realizar las pruebas de antagonismo en medio sintético (PDA) se utilizd la siguiente
metodologia:

a) Medicion del pH de los extractos, los cuales deben estar ajustados a un valor de 6.

b) Formulacién de PDA en el extracto liquido: En funcién de las concentraciones a evaluarse
(25%, 50% y 75%) se trabajara con la formulacion de PDA con los extractos en lugar de
H20d, (agua destilada) es decir para 500 ml de PDA:

i. Al 25% se utilizaron 25 ml de extracto y 75 ml de H,Oq4
ii.  Al50% se utilizaron 50 ml de extracto y 50 ml de H2Oyq
iii. Al 75% se utilizaron 75 ml de extracto y 25 ml de H2Oyq

Se realiz6 de la siguiente manera:
Con el extracto o residuo del endulzado de chocho afiadido antes de la esterilizacion (cuando el

PDA este a 50 °C) con la adicion del antibi6tico previo esterilizacion).

Para el control absoluto solo se utiliz6 PDA formulado de forma normal.
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Para el control quimico se utiliz6 PDA formulado més la dosis recomendada por la casa
comercial.

Nota: Los calculos se realizaron de acuerdo a la cantidad de extracto, nimero de cajas y cantidad
de colonias inoculadas.

Se realizo el vertido en las cajas Petri.

Al dia siguiente se realizo la siembra de discos de 4 mm extraidos con el sacabocados N°4 al
centro de la placa y se evaluo el crecimiento de diametro micelial cada 24 horas. Ademas se debe
tener extracto estéril, H.Oq, papel filtro y goteros (micropipeta automatica 100 ulL) estéril para
realizar las pruebas de patogenicidad en fragmentos de hojas de brécoli.

6) Preparacion de la suspension de esporas.

Al raspado del cultivo in vitro, que estaba en las cajas Petri, se le afiadié 10 ml de agua destilada
en condiciones estériles; luego, la suspension se homogenizd, se filtré con una gasa y se coloco
en viales estériles. Finalmente, se llevé la suspensién a la camara de Neubauer para el conteo.
(Rinel, 2016)

Con los ajustes respectivos en funcién de las condiciones del laboratorio se obtuvo la solucion
para la inoculacion en tejido vegetal sano.

7) Evaluacion del desarrollo del hongo.

El efecto de los residuos del endulzado de chocho sobre Alternaria sp. Se evalu6 mediante el
método del envenenamiento del medio de cultivo agregandole los residuos diluidos donde se
obtuvo las concentraciones correspondientes a 25 %, 50 % y 75 %, utilizando el medio como
diluyente aln en estado liquido. Cada medio (20 ml) se verti6 en placas Petri estériles de 12 cm
de didmetro (Rinel, 2016)

El medio de cultivo para el crecimiento del hongo (Alternaria sp.) contiene papa-dextrosa-agar
(PDA) + &cido lactico (25%) (Calvo, 2012).

Finalmente la inoculacién de los fitopatdgenos se realizd en el centro de cada placa, donde se

colocd 100l de la suspension conidial (107/ml por superficie) en un radio de 5 mm y se incubd
a 25°C. (Rinel, 2016)

Los testigos solo contienen el medio de cultivo sin adicion de los residuos del endulzado de
chocho, para el testigo quimico se colocd la dosis de la casa comercial.
Para calcular el porcentaje de inhibicion del desarrollo de Alternaria sp, se utiliz6 la siguiente
férmula (Rinel, 2016)

dc—dt

X100
Idc

Inhibiciéon micelial % =

Donde:

* dc = diametro del micelio del control en mm



20

* dt = didmetro del micelio del tratamiento en mm

Se procedi6 a evaluar cada 24 horas y durante 144 horas, midiendo en ocho orientaciones porque
estos patdgenos se desarrollan radialmente.

Para la velocidad de crecimiento micelial se utilizo la siguiente formula:

~ mm diametro final — didmetro inicialx?
Tasa de crecimeinto —— = - -
dia 2tiempo transcurrido!

8) Pruebas de patogenicidad en fragmentos de hojas de brécoli.

Se colect6 hojas sanas de brocoli y se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5% durante 1
minuto, seguido de un lavado en agua esterilizada para eliminar los restos de hipoclorito de sodio;
posteriormente, se dejo los fragmentos de hojas de brécoli desinfectados sobre papel filtro estéril;
luego, se colocé dentro de las cajas Petri sobre papel filtro himedo. (Rinel, 2016)

Se sumergi6 los fragmentos de hojas a las siguientes concentraciones (25 %,50 % y 75 %). La
inoculacion se realizé con la suspension de conidios. En cada tratamiento se aplico una dosis de
100 pul de suspension con una concentracion de 107conidios/ml-1 en la parte central del haz de la
hojas; finalmente, se sellaron las placas Petri y se incub6 a 25°C C (Rinel, 2016). Para los testigos
no se coloco residuos de endulzado de chocho y para el testigo quimico se realizé la inmersién
del fragmento de hoja en la dosis recomendada por la casa comercial con el fungicida selectivo
para Alternaria sp.

La incidencia de la Alternaria sp se evalu6 a los 96 horas; para ello se utilizé la escala de valores
en porcentaje de area afectada segiin Goidanich 1959, citado por (Rinel, 2016).

La severidad de Alternaria sp se evalud a los 7 dias utilizando la escala diagramatica de dafio de
6 clases en base a la cantidad de tejido de hoja afectado por el Fito patdgeno.

Tabla 9. 4. Escala de dafio de la enfermedad Alternaria sp

Escala Descripcion

No hay enfermedad en la hoja
Mancha concéntrica pequefia que cubre <1% del area foliar

Manchas concéntricas que cubre del 11-25% area foliar

0

1

3 Manchas concéntricas que cubre del 1-10% del area foliar
5

7 Manchas concéntricas que cubre del 26-50% area foliar
9

Manchas concéntricas >50% del area foliar

Nota. Escala adaptada para Alternaria sp. (Sharma, 2014)
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9) Efecto de los residuos del endulzado de chocho sobre pulgones.
a) Captura de pulgones

La captura de pulgones se realiz6 de campos de cultivos de brocoli infestados con Brevicoryne
brassicae, L, el pulgén de las cruciferas, los cuales se colectaron en tarrinas las mismas a las que
se les proporciono humedad colocando papel filtro humedecido al fondo.

i. Colecta de hojas

Se colect6 hojas sanas de brocoli de campos de cultivo libres de plagas, enfermedades y si es
posible libres de quimicos, las hojas se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5% durante 1
minuto, seguido de un lavado en agua esterilizada para eliminar los restos de hipoclorito de sodio;
posteriormente, se dejo los fragmentos de hojas de brécoli desinfectados sobre papel filtro estéril;
luego, se colocd dentro de las cajas Petri sobre papel filtro himedo

b) Pruebas sobre pulgones
Bioensayos:

Se determind la repelencia y la tasa de mortalidad de pulgones utilizando la siguiente
metodologia:

Para la evaluacion del residuo del endulzado de chocho, se utilizé el método propuesto por Abou-
Setta & Childers (1987) y citado por (Cerna, 2009) , este bioensayo es llamado por pelicula
residual que consistié en tomar un recuadro de 4 por 4 cm de hoja de brécoli libre de
entomopatogenos y plaguicidas.

Metodologia modificada de (Lara-Sanchez, Gonzalez-Hernandez, & Hernandez-Juarez, 2013).
Con las mismas concentraciones, se realiz6 el método de pelicula residual, para esto se sumergio
un fragmento de hoja de brécoli en cada concentracidn y se procedio a frotar el fragmento de hoja
en el fondo de los vasos de precipitacion con 20 ml de agua destilada afiadiendo las
concentraciones de (25%, 50% y 75%).

Metodologia modificada de (Cerna, 2009) Para ello se colocé al azar 30 insectos por caja Petri,
con un buen manejo para evitar mortalidad de los insectos por dafioc mecanico, utilizando la
técnica de Abou-Setta y Childers (1987) conocida como hoja de arena, que consiste en la
transferencia de pulgones sobre el fragmento de hoja de brdcoli, mediante un pincel de pelo de
camello a las cajas Posteriormente se conservd bajo condiciones normales de ambiente, con una
temperatura aproximada de 25-30°C, una humedad relativa entre 55 y 70 %. Ahi permanecio en
observacion hasta que todos los pulgones fueron afectados por muerte o repelencia.

D. ESPECIFICACIONES DEL EXPERIMENTO

1. Numero de Cajas Petri:

La unidad experimental estuvo determinada por cada caja Petri de 90 mm * 15 mmy 20 ml de
PDA.
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Para Alternaria sp.

1) 9 cajas Petri para Alternaria sp. (PDA + Extracto), en medio esterilizado.
2) 3 cajas Petri para control absoluto.

3) 3 cajas Petri para control quimico.

a. Para Brevicorine brasicase. L, (pulgén)

1) 9 cajas Petri para Brevicorine brasicase. L, (pulgén)
2) 3 cajas Petri de control quimico.

2. Tratamientos en estudio

a. Alternaria sp. y Brevicorine brasicase. L, (pulgén)

Concentraciones: 3

NUmero de repeticiones: 3

Testigo Absoluto: 1

Testigo quimico: 1

NUmero de unidades experimentales; 15

Para el caso del ensayo realizado en pulgones se elimind el testigo absoluto teniendo 12 unidades
experimentales.

Cabe mencionar que cada una de las concentraciones se consideré como un tratamiento. El detalle
de los mismos puede revisarse en la tabla. 5.

Tabla 9. 5. Tratamientos en estudio.

Caddigo Descripcion

T1 Control absoluto (PDA simple)

T2 Control gquimico *

T3 Residuo del endulzado de chocho al 25 %
T4 Residuo del endulzado de chocho al 50 %
T5 Residuo del endulzado de chocho al 75 %

Nota: * Para el control quimico de Alternaria sp .se utilizé Difenoconazol (Score) en dosis de 1cc/lty
para Brevicorine brasicase. L, (pulgon), se utilizé (cipermetrina) en dosis de 1,5 cc/lt. Elaborado
por. Ortufio, (2019)

E. TIPO DE DISENO

1. Caracteristicas del disefo

Se utilizé un Disefio Completo al Azar (DCA), con tres tratamientos, mas un testigo quimico y
un testigo absoluto con tres repeticiones.
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2. Esquema de analisis de varianza

a. Analisis de varianza

Tabla 9. 6. Analisis de Varianza (ADEVA) para Alternaria sp.

Fuente de variacion Formula al
Tratamientos T-1 4

Error T (R-1) 10
Total (T*R)-1 14

Nota: Elaborada por. (Ortufio. 2019)

Tabla9. 7. Andlisis de Varianza (ADEVA) para Brevicorine brasicase. L, (pulgdn),

Fuente de variacion Formula al
Tratamientos T-1 3
Error T (R-1) 8
Total (T*R)-1 11

Nota: Elaborada por. (Ortufio. 2019)

3. Analisis funcional

Se realiz6 la prueba de TUKEY al 5% cuando a los resultados que dieron una respuesta
significativa entre tratamientos, ademas se determing el coeficiente de variacion.

F. VARIABLES EN ESTUDIO.

1. Alternaria sp

a. Pruebas de antagonismo en medio sintético formulado con las concentraciones del residuo
del endulzado de chocho.

Se inocul6 el patogeno en el medio formulado con cada una de las concentraciones, se evaluo
cada 24 horas a partir de la inoculacion hasta que el crecimiento de cualquier tratamiento alcance
el didmetro total de la caja Petri. Los datos se registraron en una base de datos en Excel.

1) Taza de crecimiento e inhibicion micelial del hongo en medio sintético (PDA) més las
concentraciones del residuo del endulzado de chocho.



24

El crecimiento del micelio del hongo en medio sintético (PDA) se medi6 en centimetros (cm),
iniciando la medida a partir del indculo (centro de la placa) hasta el borde de ésta (diametro de la
caja Petri 90mm), la medicion se realizd cada 24 horas, hasta que no se observaron diferencias en
el crecimiento.

Para calcular el porcentaje de inhibicion del desarrollo de Alternaria sp, se utilizo la siguiente
féormula (Rinel, 2016)

'dc

t
Inhibicion micelial %= X 100

Donde:

* dc = didmetro del micelio del control en mm
* dt = didmetro del micelio del tratamiento en mm

La evaluacioén se realizé cada 24 horas y durante 144 horas, midiendo en ocho orientaciones
porque estos patégenos se desarrollan radialmente.

2) Namero de esporas producidas.
El conteo se realizé utilizando la Camara de Neubauer utilizando la siguiente metodologia

En teoria se deberian contar los 4 cuadrantes (64cuadros) marcados con L que equivalen a un
volumen de 4 x 0.1mm3, ya que el volumen de cada cuadrante es: Imm x 1mm x 0.1mm =
0.1mma3. En la préctica contamos un unico cuadrante (16 cuadrados), pero para homogeneizar el
recuento escogemos las cuatro diagonales de cada cuadrante L que equivalen a 0.1 mm3. Como
carecemos de tiempo podemos contar una diagonal y multiplicar el resultado por 4. De los
cuadraditos pequefios, contamos las células que caigan dentro de las lineas, en dos de ellas a libre
eleccion, siempre y cuando sean las mismas en todos los cuadrados. (Moreno, 2014)

Calculo del n°de células totales por ml de suspension:

- R 400 1000mm3
Numero de conidios = — X X
16 0,1mm3 1ml

DONDE:

R: es el recuento en la camara

16 es el nimero de cuadros contados

400: cuadrados de la camara de Neubauer
1000 es para cambiar de unidades de 0,1 mm?®

Utilizando la siguiente metodologia se procede a realizar el conteo de las esporas producidas de
los 5 tratamientos con sus respectivas repeticiones una vez que todos los tratamientos estén
esporulados.
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3) Apariencia de la colonia.

En las cajas Petri se observo directamente las caracteristicas de las colonias, determinando la
forma, margen, elevacion y color. Utilizando la guia de identificacion morfoldgica de colonias.
(Gil, 2015)

b. Pruebas en tejido vegetal sano (fragmentos de hojas de brdcoli).

Se prepard la suspension de esporas con una concentracion de 1x10° se inoculd 10 ul de las
distintas concentraciones sobre un fragmento de tejido vegetal de brécoli los cuales se los
sumergio en las distintas concentraciones.

1) Incidencia en fragmentos de hojas de brécoli.

Para la incidencia se evalud la presencia del patdgeno en el fragmento de las hojas de brécoli.

2) Severidad en fragmentos de hojas de brécoli.

La severidad se determiné utilizando la escala diagramatica de dafio de 6 clases en base a la
cantidad de tejido de hoja afectado por el Fito patégeno.

2. Brevicorine brasicase. L, (pulgén),

a. Porcentaje de repelencia

De los 30 pulgones por tratamiento se avalud las tres primeras horas los que se alejaron de los
fragmentos de las hojas de brécoli impregnadas con los residuos del endulzado de chocho y el
testigo quimico.

b. Tasa de mortalidad.

De los 30 pulgones por tratamiento se avalto aquellos muertos sobre los fragmento de las hojas
de brécoli, dato expresado en porcentaje.



X.  RESULTADOS

A. Alternaria sp

1. Pruebas de antagonismo en medio sintético

a. Tasa de crecimiento micelial del hongo en medio sintético con las concentraciones del
endulzado de chocho.

El andlisis de varianza para la variable crecimiento micelial de Alternaria sp muestra una
respuesta altamente significativas entre los tratamientos, con un coeficiente de variacion de 2,14

%.

Tabla 10. 8. Anélisis de varianza para la tasa de crecimiento micelial de Alternaria sp.

F.V. SC al CM F Significancia
TRATAMIENTOS 63,06 4 15,76 1439,92 *x
REPETICIONES 0,02 2 0,01 0,78 ns

Error 0,09 8 0,01

Total 63,16 14

Nota. Elaborado por: (Ortufio, 2019)
**. Altamente significativo
ns: no significativo

En la Figura,10.4 se observo la respuesta para la variable tasa de crecimiento micelial de
Alternaria sp, se observd que el tratamiento residuo del endulzado de chocho al 75% (T5)
presento el valor mas bajo con una media aritmética de 4.78 mm/dia, para el caso del testigo
quimico se obtuvo una media de 0.36mm/dia, mientras que el tratamiento residuo del endulzado
del chocho al 25% (T3) con una media de 5,3 mm/dia es el de mayor velocidad de crecimiento
acercandose al valor obtenido por el testigo absoluto que es de 6,22 mm/dia, cabe mencionar
que los tratamientos estan compuestos por los residuos del endulzado del chocho, lo que
representa una alternativa amigable para el ambiente asi como para los agricultores y
consumidores reduciéndose el riesgo en su manipulacion, frente a los eventuales problemas que
presenta el uso de productos de sintesis quimica.

El extracto acuoso de semillas Lupinus mutabilis presenta actividad antifungica frente al
crecimiento micelial de los hongos fitopatdgenos: como Alternaria solani. (Lara, 2009).

El extracto del agua de coccién contiene 2,5 % de lupanina y 0,32 % de esparteina. Las
concentraciones mas bajas de alcaloides no tienen efecto anti fungico (Rodrigez, 2009),
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TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL DE Alternaria sp
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®m Medias 0,36 4,78 5,06 53 6,22

Figura 10. 5. Tasa de crecimiento micelial de Alternaria sp en medio sintético.
Nota. Elaborado por: (Ortufio, 2019)

b. Porcentaje de inhibicion micelial.

El analisis de varianza para la variable porcentaje de inhibicion micelial en Alternaria sp, se
observo la una diferencias altamente significativas para los tratamientos con un coeficiente de
variacion de 7,41 %.

Tabla 10. 9. Anélisis de varianza para el porcentaje de inhibicion micelial en Alternaria sp.

F.V. sC ol CM F Significancia
TRATAMIENTOS 11067,82 4 2766,95 904,57 **
REPETICIONES 14,75 2 7,37 2,41 ns

Error 24,47 8 3,06

Total 11107,04 14

Nota. Elaborado por: (Ortufio, 2019)
**: Altamente significativo
ns: no significativo
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En la Figura, 10.5 se observo la respuesta para la variable porcentaje de inhibicién micelial de
Alternaria sp, donde se obtuvo que el tratamiento residuo del endulzado del chocho al 75% (T5)
alcanza un porcentaje de inhibicion micelial de hasta el 25,45 %, valor superior al determinado
por (Lara, 2009) donde manifiesta que la inhibicion micelial en concentracién del 13% inhibe un
14,66%. Lo que determina que el T5 se puede utilizar como una alternativa de manejo de
Alternariasp, en el cultivo de brocoli manteniendo un equilibrio y sin afectaciones al rendimiento,
presentando el valor méas alto de inhibicion. Para el caso del testigo quimico se obtuvo un
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del 75,36% mientras que el residuo del
endulzado del chocho al 50% (T4) con una media de 7,59 % es el de menor porcentaje de
inhibicién micelial, mientras que el testigo absoluto no presenta inhibicién en el crecimiento
micelial debido a las condiciones proporcionadas en laboratorio, cabe mencionar que se presume
que a mayor concentracion el porcentaje de inhibicidn se incrementa.

Lara, (2009). Manifiesta que de los extractos acuosos o de coccion las moléculas pueden interferir

en la actividad fangica ya que existe gran variabilidad de estas, mientras que para una solucion
pura los alcaloides ejercen mayor control.

PORCENTAJE DE INHIBICION MICELIAL
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Porcentaje de inhibicién micelial

Figura 10. 6. Porcentaje de inhibicion micelial de Alternaria sp.
Nota: Elaborado por. (Ortufio. 2019)
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2. Numero de esporas producidas.

Para la variable nimero de esporas, en los tratamientos se realizo el conteo a los 12 dias después
de haber inoculado Alternaria en medio sintético, sin obtener respuesta en ninguno de los
tratamientos, posteriormente se realizo el conteo a los 15 dias de haber realizado la inoculacion,
sin obtener resultados en ninguno de los tratamientos, finalmente se realizé el conteo a los 20
después haber realizado la inoculacion, , de acuerdo a los registros se nota que al no haber
esporulacion es probable que los extractos inhiban la esporulacion, ya que se observo que el
tratamiento absoluto T1 presenta una media de 108 esporas en una suspension de 2,7x10°
conidios /ml.

3. Apariencia de la colonia.

Los resultados obtenidos en las variables caracteristicas morfolégicas, presentaros un frecuencia
del 100% en todos los tratamientos obteniendo: una coloracion verde salvia, forma irregular,
elevacion umbonada y un borde ondulado.

Las colonias son de color marron, gris o de color humo a verde oliva, (Calvo, 2012)

4. Pruebas de antagonismo en tejido vegetal sano.

a. Incidencia de Alternaria sp en fragmentos de hojas de brocoli

Para los tratamientos que presentaron incidencia para el caso de Alternaria sp se realizd la
medicion del grado de severidad.

b. Grado de severidad de Alternaria sp en fragmentos de hojas de brécoli.
El anélisis de varianza para la variable grado de severidad de Alternaria sp en tejido vegetal de
brécoli se observo diferencias altamente significativas con un coeficiente de variacién de 11,58

%.

Tabla 10.10. Grado de severidad de Alternaria sp en fragmentos de hojas de brécoli.

F.V. sC Gl CM F Significancia
TRATAMIENTOS 329,43 4 82,36 53,09 **
REPETICIONES 0,29 2 0,14 0,09 ns

Error 12,41 8 1,55

Total 342,13 14

Cv 11,58

Nota. Elaborado por: (Ortufio. 2019)

**. Altamente significativo
ns: no significativo

En la Figura, 10.7 se observa la respuesta para la variable porcentaje de severidad de Alternaria
sp, en tejido vegetal de brocoli, se observo que con el tratamiento residuo del chocho al 75% (T5)
se obtiene una media aritmética de 6,89% presentando el valor mas bajo de severidad de
Alternaria sp sobre tejido vegetal de brocoli, compartiendo rango con el testigo quimico, en
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relacion al tratamiento residuo del chocho al 25% (T3) que presenta el valor méas alto de severidad
en tejido vegetal sano con una media de 13,89%, considerando que el testigo absoluto alcanzo
una media de 18,22% vy el testigo quimico una media de 5,56%. Cabe mencionar que si
consideramos que el testigo quimico obtuvo un porcentaje de severidad de 5,56% y el tratamiento
residuo del chocho al 75% (T5) un valor de 6,89%, la diferencia no es elevada, por lo podemos
asumir que existe un nivel alto de eficiencia en tejido vegetal.

No se han encontrado trabajos similares con el uso del residuo del endulzado de chocho motivo
por el cual no se pudo realizar comparaciones.

PORCENTAJE DE SEVERIDAD DE Alternaria sp

Tl T3 T4 T5 T2

m Medias 18,22 13,89 9,23 6,89 5,56
Tratamientos
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Figural0.7. Porcentaje de severidad de Alternaria sp en fragmentos de hojas de brocoli.
Elaborado por: (Ortufio. 2019)
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B. PULGONES

A. Porcentaje de repelencia.

El anélisis de varianza para la variable porcentaje de repelencia Brevicorine brasicae, L.
(pulgdn). Se observa diferencias significativas entre tratamientos con un coeficiente de variacion
de 29,28 %.

Tabla 10.11. Andlisis de variancia para el porcentaje de repelencia Brevicorine brasicae, L.
(pulgdn).

FV. sC gl CM F iignificanci
TRATAMIENTOS 1771,08 3 590,36 8,28 *
REPETICIONES 79,85 2 39,93 0,56 ns

Error 427,97 6 71,33

Total 2278,9 11

Nota. Elaborado por: (Ortufio. 2019)
**. Altamente significativo
ns: no significativo

En la Figura, 10.8 se observa la respuesta para la variable porcentaje de repelencia Brevicorine
brasicae, L.(pulgén) obteniendo en el tratamiento residuo del endulzado del chocho al 75% (T4)
una media aritmética de 25,93% presentando el valor mas alto de repelencia en relacion al
tratamiento residuo del endulzado del chocho al 25% (T2) que presenta el valor mas bajo de
repelencia de pulgones con una media de 19,27%, considerando que el testigo quimico alcanzo
una media de 49,45% Cabe mencionar que con la utilizacion del tratamiento residuo del
endulzado del chocho al 75% (T4) se lograra reducir en un 25,93% la poblacion de pulgones por
repelencia.

Se ha reportado anteriormente por (Bermudes & Torres, 2008) la actividad insecticida del extracto
de Lupinus.stipulatus actuando como repelente.
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Figura 10.8. Porcentaje de repelencia de Brevicorine brasicae, L. (pulgén)
Nota: Elaborado por. (Ortufio. 2019).
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B. Tasa de mortalidad.

El analisis de varianza para la variable tasa de mortalidad en pulgones. Brevicorine brasicae, L.
(pulgdn) Se observa diferencias altamente significativas con un coeficiente de variacién de 28,36.

Tabla 10.12. Analisis de varianza para la tasa de mortalidad de pulgones Brevicorine brasicae, L.
(pulgon)

F.V. sC ol CM F Significancia
TRATAMIENTOS 1537,69 3 512,56 6,72 *
REPETICIONES 85,54 2 42,77 0,56 ns

Error 457,56 6 76,26

Total 2080,79 11

Nota. Elaborado por: (Ortufio. 2019).

**: Altamente significativo
ns: no significativo

En la Figura, 10.9 se observa la respuesta para la variable tasa de mortalidad de pulgones
(Brevicorine brasicae, L.) se obtuvo que con el tratamiento residuo del chocho al 75% (T4) se
obtiene una media aritmética de 32,5% presentando el valor méas alto de mortalidad en relacion al
tratamiento residuo del chocho al 25% (T2) que presenta la tasa de mortalidad mas baja de
pulgones con una media de 20,28%, considerando que el testigo quimico alcanzo una media de
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50, 55% Cabe mencionar que con la utilizacion del tratamiento residuo del chocho al 75% (T4)
se lograra reducir en un 32,5% la poblacién de pulgones por ingesta.

La utilizacion de macerados de las hojas, tallos, raices y frutos de tarwi silvestre que en
combinacion con jabon de azufre controla pulgones en 5 aplicaciones. ( FAO, 2010)

TASA DE MORTALIDAD DE PULGONES
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Figura 10.9. Tasa de mortalidad de pulgones. (Brevicorine brasicae, L.).
Nota: Elaborado por. (Ortufio. 2019).
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CONCLUSIONES

La tasa de crecimiento de Alternaria sp in vitro fue de 4,78 mm por dia con el tratamiento
residuo del endulzado de chocho al 75% (T5), en comparacion con el tratamiento absoluto
que presenta una media de crecimiento de 6,22 mm por dia.

La inhibicion micelial de Alternaria sp in vitro alcanzé un 25,45% en comparacion con el
tratamiento absoluto (T1) que no presento inhibicion.

El grado de severidad de Alternaria sp a nivel de tejido vegetal fue de 6,89 % con el
tratamiento residuo del endulzado de chocho al 75% (T5) en comparacion con el testigo
absoluto (T1) que fue de 18,22%.

La repelencia de Brevicorine brasicae, L. fue de 25,93% con el tratamiento residuo del
endulzado de chocho al 75% (T4), en comparacién con el tratamiento quimico (T1) que fue
de 49,45%.

La mortalidad de Brevicorine brasicae, L. (Pulgon) fue de 32,5% con el tratamiento residuo
del endulzado de chocho al 75% (T4), en comparacion con el tratamiento quimico (T1) que
fue de 50,55 %.



XIll. RECOMENDACIONES

A. Validar el ensayo en campo utilizando los residuos del endulzado de chocho en otros cultivos
con problemas de Alternaria sp y Brevicorine brasicae, L, (pulgén) con las concentraciones
evaluadas en laboratorio.

B. Realizar ensayos utilizando los residuos del endulzado del chocho sobre hongos e insectos,
benéficos presentes en los cultivos.

C. Realizar ensayos con extractos de plantas para potencializar el residuo del endulzado de
chocho mas los residuos industriales para determinar el efecto sobre el las plagas y
enfermedades de los cultivos.

D. Probar extractos de chochos de diferentes variedades incluyendo el silvestre.

E. Realizar ensayos utilizando el residuo del endulzado de chocho con el proceso de endulzado
de la forma tradicional.
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medio de cultivo sintético fue el tratamienio T3 (residuo del endulzado de chocho ul
73%). con ¢l cual se obtuva un porcentaje de inhibicion micelial del 25.45% v una
reduccion en la tasa de crecimiento 4.78 mim por dia, en tejido veeetlal de brocolr se
obtuvo que el tratamiento T5 fue cl mejor con una disminucion en ¢l grado de severidad
de 6.85%. para los efectos evaluados en pulgones el mejor tratamiento fue el tratamiento
T4 (residuo del endulzado de chocho al 75%) donde se alcanzd una disminucion en la
poblacion de pulgones en un 25,93% por accidn de repelencia y 32.5% por efectos de

mortalidad por ingesta. alcanzando un total de 38.43% de reduccion de la poblacion de

pulgdn durante ¢l manejo en el cultivo de bracoli.

Palabras clave. ENDULZADO DE CHOCHO - INHTBICION MICELIAL - PULGON

_ HHONGO FITOPATOGENO - CULTIVO DE BROCOLI,
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The carrent research focugee o . _ _
‘ CHEEs onassessing the effect of three residue concentrations on

he sweelened Ande; e L )
t an lupine known as chocho over Alrernaria spp and frevicomne

Trassicae, Lo (. id) i T , _
Rros (Aphidy in (he broceoli culture {Brassica oleracen, 1.) Stored in 1he

Biological Seiences department laboratory at the Natural Resources Facully of the
ESPOCH university, A randomired complete desing was used with five treatiments, two
effective control witnesses and  (hree replications of the process. The treatiment
corresponded to the swectened lupine residue at (25%., 50%. 75%). The micelial
inhibition and growlh rate pereentage was evaluated in a synthetic culture medium with
n particle dynamic analyzer (PDA + concentrations) a seriousness percentuge of
Alternaria spp on hroceoli plant tissue culture and the repellency percentage as to
mortality rate o’ (Brevicorine Brassicae, 1.)) Aceording to the results obtained. we have
determined that the best treatment in the synthetic culture medivm was T35 procedure (
concentrated residue on the sweetened lupine at 75 % ), in which it was gathered a 25 .
45 percentage of mycelia inhibition and a considerable drop in the growth rate of 4,78
mm per day, on Broccoli plant tissue analysis was discovered that T3 treatment gave a
hetter result with a paramount decrease of 6,85 % on the degree of severity , based on the
effects assessed on aphids the best possible treatment was T4 procedure concentrated
residue on the sweetened lupine at 75 % ) . where a considerable decline in the plants lice
population was reached at a 25,93 % by repellency action and 32,5 % on mortality effects
by intake . reaching a total of 58,43 % drop in the Aphids population during the broceoli

culture handling.

ENED LUPINE<MYCELIA INHIBITION< APHID (PLANT
g> <BROCCOLI CULTURE

Key words: <SWEET
LOUSE)=<PATHOGENIC FU NGU
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XIV.  ANEXOS.

Anexo 1. Metodologia: fase de campo. Recoleccion de muestras.

hojas de brocoli que
y muestren una alta
incidencia del patdogeno.

Nota. . recoleccion y transporte de las muestras, captura de pulgones . Elaborado por (Ortufio, 2019)

Anexo 2. ldentificacién bajo microscopio de Alternaria sp recolectada de cultivos de brocoli
infestados.

Nota. A). Recoleccién de hojas de brécoli infectadas con Alternaria sp, b).Cadmara himeda de las
muestras, ). Esporas de Alternaria sp vistas bajo el microscopio con el lente de 40X. Elaborado por
(Ortufio, 2019)
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Anexo 3. Preparacion de los medios para la inoculacion de Alternaria sp.

vertido de 20 ml por caja petri Inoculacion de Alternaria sp en PDA

Nota. Elaborado por (Ortufio, 2019)

Anexo 4. Pruebas de patogenicidad en fragmentos de hojas de bracoli.

Nota. 1. Recoleccidn y preparado de los fragmentos, 2. Lavado y desinfeccion de los fragmentos, 3.
Inmersion de los fragmentos en las concentraciones, 4. Cajas Petri como cdmara himeda, 5. Inoculacién
de una suspension conocida de esporas. Elaborado por (Ortufio, 2019)
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Anexo 5. Efectos del residuo del endulzado de chocho sobre pulgones.

Nota. . 1. Captura de pulgones, 2. Lavado y desinfeccion de los fragmentos, 3. Inmersién de los
fragmentos en las concentraciones, 4. Cajas Petri como camara himeda, 5. Transferencia de los pulgones,
6. Determinacion de la tasa de mortalidad y el porcentaje de repelencia. Elaborado por (Ortufio, 2019)
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Anexo 6. Pruebas de antagonismo en medio sintético. Tasa de crecimiento e inhibicion micelial
de Alternaria sp en medio sintético.

Nota. Elaborado por (Ortufio, 2019)
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Anexo 7. Pruebas de antagonismo en medio sintético. Tasa de crecimiento e inhibicion micelial
de Alternaria sp en medio sintético.

Nota. Elaborado por (Ortufio, 2019)
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Anexo 8. Pruebas de antagonismo en medio sintético. Tasa de crecimiento e inhibicion micelial
de Alternaria sp en medio sintético.

Nota. Elaborado por (Ortufio, 2019)
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Anexo 9. Pruebas de antagonismo en medio sintético. Tasa de crecimiento e inhibicion micelial
de Alternaria sp en medio sintético.

-

por (Ortufio, 2019)

Elaborado
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Anexo 10. Numero de esporas producidas

Nota. Elaborado por (Ortufio, 2019)

Anexo 11. Conteo de esporas de las tres repeticiones del tratamiento absoluto en la cdmara de
Neubauer, obteniendo un promedio de 108 esporas y una solucion de 2.7x10>

1=
B

-

"r .“
R

L] B '
- . :

Nota. Elaborado por (Ortufio, 2019)
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Anexo 12. Guia de identificacion de caracteristicas morfoldgicas de las colonia

. o W W W =

Puntiforme Circular Filamentosa Irregular  Rizoide Fusiforme

Elevacion a—— e IR ‘ A

Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbonada

vagen N\ S 2 R o

Entero Ondulado Lobulado Erosionado Filamentoso Rizado

Nota. Fuente: (Gil, 2015)

Anexo 13. Escalas de colores de verde.

Enebro Salvia

Helecho Oliva Esmeralda

Pera Musgo Trébol

Pino Periquito

Escabeche | Albahaca Cocodrilo

Nota. Escalas de colores de verde. Fuente. Pinterest.com
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Anexo 14. Identificacion de las caracteristicas morfoldgicas de las colonias de Alternaria sp.

Enebro Salvia

Helecho ( Esmeralda

Musgo Trébol

Albahaca Cocodrilo

Nota. Identificacidn de las caracteristicas morfoldgicas de las colonias, basandose en una
observacion directa de cada caracteristica y en base a guias y a trabajos realizados. Elaborado por
(Ortuo, 2019)
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Anexo 15. Pruebas de antagonismo en tejido vegetal sano.

Nota. A partir de la suspension de esporas de 10° se procedid a inocular los fragmentos de hojas de
brécoli de 4x 4 cm con 10 pl de suspensidn de esporas. Elaborado por (Ortufio, 2019)
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Anexo 16. Escala descriptiva de severidad de Alternaria sp

Escala Descripcion

No hay enfermedad en la hoja

Mancha concentrica pequefia que cubre <1% del area foliar
Manchas concéntricas que cubre del 1-10% del area foliar
Manchas conceéntricas que cubre del 11-25% area foliar
Manchas conceéntricas que cubre del 26-50% area foliar
Manchas concéntricas >50% del area foliar

O NOTWEk O

Nota. Escala adaptada para alternaria sp. Fuente. (Sharma, 2014).

Anexo 17. Evaluacion de la incidencia de Alternaria sp sobre fragmentos de hojas.

Nota. Elaborado por (Ortufio, 2019)



Anexo 18. Evaluacion de la severidad de Alternaria sp sobre fragmentos de hojas de brécoli.

Nota. Elaborado por (Ortufio, 2019)
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Anexo 19. Captura de pulgones de cultivos de brécoli infestados

k)
&;‘ S £y &
8 =

Rgror ‘3:.‘: ‘;‘cr‘f“... b i
Nota. Elaborado por (Ortufio, 2019)
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Anexo 20. Pruebas sobre pulgones. Evaluacion de la repelencia de los residuos.

Nota. Elaborado por (Ortufio, 2019)
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Anexo 21. Pruebas sobre pulgones. Evaluacion de la de la tasa de mortalidad.

Nota. Elaborado por (Ortufio, 2019)
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