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l. EFECTO DE TRES RESIDUOS INDUSTRIALES DE QUINUA SOBRE Alternaria sp.
y Botrytis fabae EN HABA (Vicia faba).

Il.  INTRODUCCION.

El cultivo de haba (Vicia faba) en Ecuador tiene gran importancia nutricional y econdémica
principalmente en la zona Andina ya que de sus vainas se pueden obtener semillas que pueden
consumirse en grano fresco o seco; la produccidn nacional de haba tierna durante el afio 2015 fue
de 26,297 toneladas (haba tierna), con un comportamiento similar el haba seca, obteniendo asi
2.31 t.ha! de haba tierna y 0.59 t.ha* de haba seca. (SINAGAP, 2015).

A pesar de la importancia nutricional y econdmica que genera este cultivo, la superficie sembrada
ha ido disminuyendo, siendo uno de los principales responsables la presencia de plagas y
enfermedades que atacan severamente a este cultivo.

En el cultivo del haba se presentan generalmente enfermedades de origen fungoso, y que pueden
afectar hasta en un 80% la produccion de grano de haba; por lo que es muy importante saber el
comportamiento de estas. Segun (Coca, 2009), las enfermedades mas conocidas del haba a nivel
mundial son las que afectan al area foliar, tal es el caso de la mancha chocolate (Botrytis fabae) y
la mancha concéntrica (Alternaria sp).

La utilizacion de plaguicidas de manera indiscriminada en el control de estas enfermedades causa
dafios al ambiente y a la salud humana. El uso de nuevas alternativas biodegradables que
involucran el uso de extractos, tés y macerados a base de plantas vegetales, y otras partes de las
mismas como es el caso de los residuos industriales de la quinua obtenidos a partir de la
escarificacion y lavado.

Se conoce que dentro de los residuos industriales de la quinua existen gran cantidad de saponinas,
siendo el principal factor anti nutricional de las semillas de quinua, estas estan contenidas en la
cascara y son las responsables del sabor amargo. Existe gran cantidad de propiedades bioldgicas
reportadas y asociadas a estos compuestos, entre las que se sobresalen su capacidad antitumoral,
su actividad hemolitica, antinflamatoria y principalmente su actividad antiflngica.

A. IMPORTANCIA.

El cultivo de haba es uno de las leguminosas mas importantes en los sistemas de produccién de
la sierra ecuatoriana y ocupa un lugar importante en la poblacién urbana y rural debido a su alto
contenido de proteinas, pero es asi que desafortunadamente, la pérdida de cultivares se debe
principalmente al conjunto de plagas y enfermedades.

Uno de los principales métodos para el control de plagas y enfermedades en el cultivo de haba ha
sido el control quimico, causando grandes problemas de contaminacién ambiental, afectando
negativamente a la biodiversidad y a la salud humana; esto debido al uso inadecuado de los
agroquimicos por parte de los agricultores. Se hace necesario buscar nuevas alternativas para
obtener una produccién mas amigable tanto con el productor y el consumidor.



B. PROBLEMA.

Hoy en dia conociendo la importancia y el incremento de la produccién del cultivo de Vicia faba
en el Ecuador y que éste es afectado principalmente por la alta incidencia de enfermedades como
Alternaria sp. y Botrytis fabae, ocasionando el uso indiscriminado de pesticidas, provocando un
deterioro en la calidad del producto final, por ende, en el ambiente.

Este uso exagerado de agroquimicos en los cultivos en la actualidad acarrea grandes problemas
de contaminacién, esto debido a que los agricultores no disponen de nuevas alternativas
biodegradables para el manejo de las enfermedades en mencidn, que estén a favor del ambiente y
la salud humana.

C. JUSTIFICACION.

Para evitar el uso indiscriminado de pesticidas en los cultivos, disminuir la contaminacién del
ambiente y la salud humana se pretende generar nuevas alternativas para el control de Alternaria
sp. y Botrytis fabae con productos biodegradables, debido a que existen grandes cantidades de
residuos industriales como el de la quinua que no tienen un uso, potencialmente podrian presentar
caracteristicas que permitan reducir la incidencia de las principales enfermedades presente
durante el cultivo.

Dentro de las alternativas biodegradables para el control de estas enfermedades que producen
manchas foliares, se propone la utilizacion de lavados a partir de restos provenientes de los
residuos industriales de la quinua (Chenopodium quinoa). Se conoce que los residuos tienen
grandes cantidades de saponinas y que estos son glucésidos triterpénicos capaces de tener una
accion antifungica. (Ahumada, Ortega, & Chito, 2016).

Esto explica la importancia de realizar el estudio con los residuos industriales de la quinua
principalmente en desarrollar un sustituto de agroquimicos utilizados actualmente. (L6pez, 2006).
Los residuos industriales de la quinua, no cuentan con estudios especificos de como y en que
concentraciones actlian contra las enfermedades Alternaria sp. y Botrytis fabae presentes en el
haba, por lo que esta investigacion contribuira a determinar si tienen o no un efecto biofungicida
ante estas enfermedades.



1.  OBJETIVOS.
A. GENERAL.

Evaluar el efecto tres residuos industriales de la quinua sobre Alternaria sp. y Botrytis fabae en
haba (Vicia faba).

B. ESPECIFICOS.

e Evaluar el efecto de tres concentraciones de tres residuos industriales de la quinua en medio
de cultivo.

e Evaluar el efecto de tres concentraciones de tres residuos industriales de la quinua sobre tejido
vegetal inoculado.



IV. HIPOTESIS
A. HIPOTESIS NULA.

Los tres residuos industriales de la quinua no ejercen efecto sobre Alternaria sp. y Botrytis fabae.,
en condiciones in vitro y en tejido vegetal inoculado.

B. HIPOTESIS ALTERNATIVA.

Al menos un residuo industrial de la quinua ejerce efecto sobre Alternaria sp. y Botrytis fabae.,
en condiciones in vitro y en tejido vegetal inoculado.

C. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES.

1. Variable Dependiente.

a. Porcentaje de afectacion.
b. Incidenciay severidad en tejido vegetal inoculado.

2. Variable Independiente.

a. Residuos industriales.

b. Concentraciones de los residuos.



V. REVISION BIBLIOGRAFICA.

A. CULTIVO DE HABA (Vicia faba).

1. Importancia.

El cultivo del haba tiene gran importancia econémica tanto en verde (vaina) como en grano Seco;
ocupa el cuarto lugar a nivel mundial entre las leguminosas de grano, la misma es muy apetecida
por sus cualidades alimentarias y nutritivas; posee 25 % de proteinas, 25 % de grasas y 3500
calorias por cada kilo, lo que la hace cumplir un rol fundamental en la dieta del hombre. (Delgado,
2017).

La produccion nacional de haba tierna durante el afio 2015, present6 una resta importante respecto
al afio 2014, pasando de 26,297 toneladas a 16,318 toneladas. EI mayor volumen de produccién
se registré en el afio 2014 (26,297 t), mientras que el afio 2003 fue el menor volumen de
produccidn (8,080 t) registrado.

Respecto a la produccion de haba seca, presentd un comportamiento similar al observado con el
haba tierna. En el afio 2015 se observé una disminucion del 45% con relacion al 2014. La
produccién a lo largo del periodo no presenta variaciones relevantes, el mayor nivel producido
corresponde al afio 2011 con 6,401 toneladas. (SINAGAP, 2015)

La mayor produccion del cultivo de haba tierna se concentré en las provincias de Cotopaxi, Carchi
y Chimborazo, en tanto que de haba seca en las provincias de Azuay, Carchi y Cafar. (SINAGAP,
2015)

2. Taxonomia.

Tabla 1. Clasificacion taxondémica de la planta de haba.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Tribu: Fabeae
Género: Vicia
Especie: Vicia faba

Nota: (Infoagro, 2017)
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https://es.wikipedia.org/wiki/Especie

3. Descripcion botanica.

Las habas son plantas anuales de consistencia herbacea, llegando a alcanzar hasta 1,5 m de alto.
Su sistema radical es pivotante y las raices laterales son bien desarrolladas, su sistema radicular
tiene la capacidad de fijar el nitrogeno gracias a la presencia de nodulos. (JICA, 2006)

Segun JICA (2006), los tallos son fuertes, tetragonales, huecos y sin vellosidades, la ramificacién
de estos tallos suele ser escasa y la misma dependera del cultivar, la densidad de la siembra, la
fertilidad del suelo y las condiciones ecol6gicas. Segun su ahijamiento de la planta varia el
namero de ramas.

Las hojas son compuestas, paripinadas, con dos a cuatro pares de foliolos y sin zarcillos; tienen
color verde, algo grisaceo y estipulas provistas de nectarios. Ocasionalmente son anchas, elipticas
o lineales, enteras o dentadas en el apice y desprovistas de pubescencia. (Box, 2016)

Las inflorescencias para (Box, 2016) estan agrupadas en racimos axilares con nimero variable de
flores, de color blanco, con manchas oscuras en las alas y rayas de color pardo en el estandarte;
se agrupan en racimo cortos de 2 a 12 flores. (JICA, 2006)

El fruto es una vaina o legumbre alargada y su nimero varia de uno a cuatro por nudo, estando
dispuestos de forma muy diversa segun las variedades, desde erguidos hasta colgantes; tienen un
color verde intenso cuando estan en estado no maduro y que en la madurez se convierten en
negros, volviéndose coriaceos, negros y pubescentes. Estas legumbres estdn tapizadas
interiormente de un tejido aterciopelado caracteristico.

El nimero de semillas segtin (Box, 2016) por vaina es muy variable, pero por término medio es
de cinco a ocho y la misma dependera segln la variedad botéanica a la que pertenece. Las semillas
son de tamafio grande, mas 0 menos aplastadas y de forma oval. La mayor longitud puede alcanzar
hasta cuatro centimetros en algunas variedades y menos de uno en las habas caballares. Son de
color amarillo rosado cuando hace poco se las ha recogido y conforme pasa el tiempo toman tonos
parduzcos.

4. FEenologia.

Las fases fenoldgicas de Vicia faba son: emergencia, desarrollo de la hoja, formacién de tallos
laterales, elongacion del tallo, emergencia de la inflorescencia, floracién, desarrollo de los frutos,
maduracion y senescencia. (Lopez, 2017).

Waaijenber & Caro (2000), menciona que la duracion del ciclo del cultivo dependera de la zona
en donde se encuentran; es asi que los cultivares de los valles por lo general son plantas pequefias
con un ciclo corto entre 4-5 mese y con 2-5 granos por vaina, mientras los de las alturas tienen un
ciclo de 5-8 meses con 1-3 granos por vaina y por lo general son plantas grandes.
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5. Manejo del cultivo.

Nota: (L6pez, 2017)

a. Suelosy preparacion del terreno.

Figura 1. Estado fenolégico del haba.

El cultivo puede desarrollarse en varios tipos de suelos: franco arenoso, franco arcilloso, negro
andino, que sean profundos, con buena cantidad de materia organica y con un pH alrededor de 7.
Se debe realizar una arada y rastrada para romper el ciclo de algunas plagas y enfermedades.
Previo a la siembra, el suelo debe estar mullido y el surcado puede hacerse con maquina. (INIAP,
1993)

b. Labores culturales.

1) Siembra: Realizar surcos distanciados entre 0.80 m y depositar las semillas cada 0.30 m
colocando 2 a 3 semillas por golpe.

Fertilizacion: El cultivo de haba es exigente en nutrientes, se recomienda aplicar 20-80-40 de
N, P.Os y K,O al momento de la siembra.

Control de malezas: EI método méas recomendable es el manual, realizar en los estados

iniciales de desarrollo de la planta.
Aporgue: Realizar antes de la floracion para evitar la caida de flores.

2)
3)

4)



5) Riego: Tomar en cuenta las etapas criticas como el macollamiento, floracion, formacion de
vainas y llenado de grano. (INIAF, 2006)

c. Cosecha.

1) En grano verde: 150 — 160 dias después de la siembra.
2) En grano seco: 180 — 210 dias.

d. Rendimiento.

En verde el rendimiento oscila entre 12 — 20 Ton/ha 'y en seco de 2 — 4 Ton/ ha.

e. Almacenamiento.

El almacenado debe realizarse en una ambiente seco, ventilado, oscuro y limpio; se debe evitar la
humedad del piso y paredes tomando en consideracién que la humedad no debe ser superior al 13

%. (INIAF, 2006)

6. Plagas y enfermedades.

a. Plagas.

1) Pulgones o afidos
2) Mosca minadora (Liriomiza sp.)
3) Trips sp.

b. Control de plagas.

Realizar una buena rotacion de cultivos, asi como una oportuna y buena preparacion del terreno.
En dafos severos realizar los controles en etapas iniciales del desarrollo del cultivo, empleando
los insecticidas correspondientes, segun el tipo de alimentacion del insecto (insecticidas
sistémicos). (INIAF, 2006)

c. Enfermedades.

1) Mancha chocolate (Botrytis fabae)

2) Mancha conceéntrica (Alternaria sp.)

3) Pudricién de vaina (Antracnosis sp.)

4) Mancha foliar (Cercospora fabae)

5) Pudriciones de raiz (Rizoctonia y Fusarium)
6) Roya (Puccinia sp.)

d. Control de enfermedades.
Evitar la presencia de malezas, también hay que considerar los distanciamientos entre surcos y

plantas recomendados y realizar un control quimico con el uso de fungicidas especificos para cada
enfermedad. (INIAF, 2006)



B. MANCHA CONCENTRICA- MANCHA NEGRA (Alternaria sp).

1. Importancia.

Alternaria sp., s uno de los patdgenos mas importantes del area foliar a nivel mundial, algunas
especies patdgenas invaden cultivos vegetales antes y después de la recoleccion y es responsable
de considerables pérdidas econdmicas reduciendo los rendimientos y produciendo alteracién de
los vegetales en su almacenamiento. “Las especies del género Alternaria sintetizan mas de 70
metabolitos secundarios toxicos para las plantas (fitotoxinas)”. (Pavén, Gonzéles, & Garcia,
2012).

2. Taxonomia.

Tabla 2. Clasificacion taxondmica del hongo Alternaria sp.

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

Especies: alternata, brassicae, brassicicola

Nota: (Rivas, 2014)

3. Etiologia.

El hongo Alternaria sp., llamada también mancha concéntrica 0 mancha negra desarrolla un
micelio color blanquecino sobre las lesiones y es ahi donde se desarrollan los conidios del hongo.
Dichos conidios son de color marrén oscuro, muestran un pico ligeramente alargado. (Coca,
2004).

4. Descripcion y morfologia.

Los conidios se disponen en cadenas ramificadas, éstas se originan cerca del apice del conidiéforo
primario, tomando en cuenta que los conidiéforos secundarios estdn ausentes frecuentemente.
Estd compuesto de cadenas con 5 a 7 conidios elipsoides, obclavados u ovoides de 11-53 x 7-15
Km, con 2-6 septos transversales y 0-3 septos longitudinales. El color de las colonias tiende hacer
de oscuras verdes o grises, de 45 mm de diametro, frecuentemente con varios anillos concéntricos.
(Rodriguez, Céardenas, & Jiménez, 2013)


https://es.wikipedia.org/wiki/Reino_(biolog%C3%ADa)
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https://es.wikipedia.org/wiki/Filo
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https://es.wikipedia.org/wiki/Pezizomycotina
https://es.wikipedia.org/wiki/Clase_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Dothideomycetes
https://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Pleosporales
https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Pleosporaceae&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Especie
https://es.wikipedia.org/wiki/Alternaria_alternata
https://es.wikipedia.org/wiki/Alternaria_brassicae
https://es.wikipedia.org/wiki/Alternaria_brassicicola
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5. Sintomatologia.

Rivas (2014), manifiesta que la planta de haba presenta manchas con forma circular
alternadamente, la misma que se extiende a los bordes de la hoja provocando su defoliacién de la
parte alta hacia abajo y finalmente provocando la muerte. Esta enfermedad se desarrolla en
condiciones climéticas de altas precipitaciones.

El hongo provoca lesiones en forma circular y de tono castafio oscuro, sus margenes concéntricos
y un halo que le rodea de tejido palido y cadenas de conidios que contienen las lesiones; comienza

por las hojas bajas, llegando posteriormente a las més altas y vainas. (Carrero, 2008).

6. Ciclo del hongo.

El hongo puede sobrevivir en el suelo, en residuos de cultivos infestados y malezas, son
dispersados por el viento, insectos, lluvia, trabajadores y maquinaria agricola. Sobreviven
asociados a restos de vegetales enfermos o malezas.

a. En la etapa de sobrevivencia del hongo todos son parésitos obligados (Briofitos) y la
infeccidn micelial es superficial desarrollando haustorios en los tejidos epidermales. Algunas
veces matan a sus huéspedes utilizando nutrientes disminuyendo su fotosintesis, asi también
aumentan su respiracion disminuyendo su desarrollo y productividad. 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. (INIA, 2017)

b. En la etapa de gemacién del hongo existe la potencialidad de que cada gema infecte y
produzca lesiones en hojas nuevas en presencia de agua y temperaturas entre los 18 °C. Si
las gemas son depositadas en tallo jévenes y hojas débiles en pocas horas se inicia la
germinacion de las mimas con la aparicién del hongo sobre el tejido de la planta. (INIA,
2017)

c. La fructificacion de nuevas lesiones o in6culo secundario ocurre en condiciones climaticas
adecuadas donde el patdgeno dispersa la infeccién a toda la planta. (INIA, 2017)

d. El final del ciclo de la enfermedad e inéculo residual termina cuando terminan las épocas
lluviosas, disminuyendo la temperatura y aumentando la aireacion en el area foliar. En épocas
de invierno el patdgeno permanece en los restos de cosecha, es asi que cuando vuelve a
aparecer lo hace en plantas débiles y con poca presencia de abono nitrogenado. (INIA, 2017).
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Figura 2. Ciclo de desarrollo del hongo (Alternaria sp.)
Nota: (Agrios, 2004).

7. Control quimico.

La resistencia a los fungicidas y su manejo es de una gran importancia a todo lo concerniente con
la proteccion de los cultivos. Sin un manejo efectivo eficiente la resistencia se desarrolla
rapidamente. (Espinal, Huanca, Terrazas, & Giménez, 2010), dice que para controlar esta
enfermedad se pueden utilizar diferentes ingredientes activos como: Axoxystrobin, Didofluanid,
Difenoconazol, Fluodioxonil+cipronidil, Iprodione, Mancozeb, Myclobutanil, Oxicloruro de
cobre+Mancozeb, Proximidona, Tebuconazole.

8. Control biolégico.

Miranda, Cruz, & Calyecac (2015), menciona que se realizaron colectas de Orchesella bifasciata
en hojas de Jatropha curcas infestadas con hongos como Alternaria Alternata; estos hongos
presentes en las hojas de J. curcas se aislaron, se purificaron y posteriormente se realizaron
pruebas de preferencia alimenticia de O. bifasciata hacia los hongos aislados. Concluyendo que
existe un efecto antifingico contra Alternaria alternata.

Vargas, (2009), hace referencia a que se ha logrado un control bioldgico con extractos vegetales
en contra de Alternaria tagetica, utilizando el extracto de la raiz de Croton chichenensis y
Acalypha gaumeri obteniendo buenos resultados, asi también con menor espectro fungicida los
extractos de Trichilia minutiflora, el tallo y raiz de Ambrosia hispida y la hoja de Vitex gaumeri.

La versatilidad, adaptabilidad y facil manipulacién de los hongos del género Trichoderma., ha
permitido su uso en el control bioldgico de Alternaria sp. (Vargas, 2009)
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C. MANCHA CHOCOLATE. (Botrytis fabae)

1. Importancia.

Existen enfermedades fitopatdgenas que limitan la produccion, tal es el caso de Botrytis fabae,
hongo caracteristico en la patogenia del haba que produce la Mancha Chocolate. Este patdgeno
puede reducir hasta dos tercios los rendimientos del cultivo. (Espinal, Huanca, Terrazas, &
Giménez, 2010).

Segun Coca (2009), Botrytis fabae es una de las enfermedades méas conocidas e importantes
principalmente por los dafios econémicos que esta enfermedad causa.

Quiton, (2000), menciona que la produccion de haba es un cultivo tradicional de la serrania y
destaca que la mancha chocolate es una enfermedad limitante, debido a que reduce la capacidad
fotosintética y por consecuencia disminuye el rendimiento en un 20% a 80%.

2. Taxonomia.

Tabla 3. Clasificacion taxonomica del hongo Botrytis fabae.

Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Leotiomycetes

Orden: Helotiales
Familia: Sclerotinicaeae
Género: Botrytis
Especie: Botrytis fabae

Nota: (Rodriguez, 1929)

3. Etiologia.
Botrytis fabae es causante de la enfermedad mas conocida como mancha chocolate, produciendo
un abundante micelio gris, conidioforos largos y ramificados que portan racimos de conidios

ovoides, unicelulares, hialinas, produciéndose a menudo esclerotios de color negro. (IICA, 1990).

4. Descripcion y morfologia.

a. Micelio cespitulos formando una capa compacta, de color castafio claro, mas tarde
blanquecinos; nunca tupido y gris como en el grupo cinerea. Micelio en el interior de la
matriz, hialino al principio, después castafio mas 0 menos obscuro, pluriarticulado (células de
12-70 p de longitud), con hifas de 4,9-15,1 p de didmetro. Las ramas conidioforas surgen por
los estomas y a medida que se van desarrollando los conidiéforos, va constituyéndose un
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https://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
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estroma de color castafio obscuro sobre el que quedan implantados los sucesivos aparatos
conidiéforos. (Soria, 2015)

b. Conidiéforos de 162-231 p de longitud, pardo-obscuros en la base y que palidecen hacia
arriba, hasta ser hialinos en sus ultimas ramificaciones, de contenido finamente granuloso
(s6lo en algunas regiones, tanto de las partes castafias como de las hialinas, es como
espumoso); erguidos, unos ensanchados en la base en forma cénica, mas o menos globosa, y
otros no, con 1-3 tabiques en su tronco principal y 3-4 ramas primarias de 1-3 tabiques, que
0 no se ramifican o rara vez lo hacen en dos ramas terminales; las terminaciones de estas
ramas Ultimas se hallan algo dilatadas en forma esférica o ligeramente piriforme, y en ellas
estan insertos los conidios, mediante cortos esterigmas; las cabezuelas de conidios que se
forman alrededor de estas ultimas ramificaciones tienen de 38-63 p de diametro. (Soria, 2015)

c. Conidios ovoideos, a veces algo irregulares y frecuentemente con la cicatriz de insercion del
esterigma bien marcada; en grandes masas presentan un color castafio claro. (Soria, 2015)

d. Losesclerocios tienen la funcién de supervivencia del hongo, soportan temperaturas bajas en
la estacion invernal gracias a su compacta morfologia y alta acumulacién de sustancias
nutritivas, todo esto para germinar en la primavera dando lugar a un nuevo micelio. También
intervienen en el ciclo sexual del hongo, ya gue estos participan como gameto femenino, y a
partir de los cuales se desarrollan los apotecios. Y, ademas, poseen una enorme capacidad
para producir conidiéforos. (Soria, 2015)

e. Los apotecios son cuerpos reproductivos que surgen individualmente o en grupo de los
esclerocios que han sido fecundados. Su morfologia consta de un pequefio tallo o estipete (de
2 a 20 mm de longitud y 0.5-1.5 mm de grosor) y una region ensanchada a modo de embudo
denominada himenio o tecio. (Soria, 2015)

f.  Los estipetes estan formadas por hifas septadas situadas longitudinal y paralelamente entre
si. En el tecio o region fértil se encuentran las ascas dispuestas regularmente y en distintos
estadios de desarrollo. Las ascas son hifas fértiles con forma cilindrica y alargadas que
contienen en su interior un total de ocho ascosporas. Ademas de las ascas se presentan unas
hifas estériles ramificadas en la base del tecio llamadas parafisis. (Soria, 2015)

g. Las ascosporas tienen una morfologia elipsoidal con tamafios que van entre los 9-17.6 um
para la seccion longitudinal y de 4-9.3 um para la seccion transversal y su interior contiene

un variable y elevado nimero de ndcleos. (Soria, 2015)

5. Sintomatologia.

Coca, (2004), hace mencion que el hongo produce la enfermedad desde la emergencia hasta la
fase de maduracién del cultivo.

El desarrollo del hongo se presenta mediante una fase no agresiva o también denominado fase de
desarrollo inicial, donde las hojas presentan manchas de color chocolate, posteriormente
alcanzando a los tallos, flores y vainas; y la fase agresiva se presenta con manchas necrosadas
formando felpa de color gris en la floracion y en la formacidn y maduracién de las vainas. Existe
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defoliacién de las hojas y flores, las vainas verdes se necrosan desde la punta hacia la base y los
granos secos presentan manchas de color marrén sobre el tegumento. (Coca, 2004)

Los principales sintomas que provoca esta enfermedad se observan en las hojas, con moteado
color chocolate; es asi que se reducira la capacidad de fotosintesis y por ende llevara a la pérdida

de la cosecha o muerte total de las plantas. (Guitiérrez, 2008)

6. Ciclo del hongo.

La enfermedad se desarrolla rapidamente bajo condiciones de humedad y temperaturas
comprendidas entre 15 y 22°C. El ciclo de vida de Botrytis fabae inicia con la germinacion de
esclerocios, los mismos que han permanecido en plantas hospederas y restos de cultivos. Los
esclerocios producen micelio el cual esporulan y originan conidias y estas a Su vez son
transportadas por el viento o por otros vectores.

La infeccidn del hospedero inicia con la germinacion de las conidias, desarrollando un micelio
superficial e invadiendo tejidos susceptibles; cuando existen condiciones adecuadas el hongo
produce gran nimero de conidias y abundante micelio, pudiendo causar infecciones posteriores y
propagacion del patdgeno a otras plantas. En cambio, cuando existen condiciones desfavorables
el patégeno produce esclerocios que son estructuras de resistencia para sobrevivir durante los
periodos adversos.

Es asi que al momento de que nuevamente existan las condiciones adecuadas Botrytis fabae
reanuda el crecimiento del micelio o germinan los esclerocios, reiniciandose el ciclo. (Agrios,
2004)
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Figura 3. Ciclo de desarrollo del hongo (Botrytis fabae).
Nota: (Mamani, 2007).
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7. Control quimico.

El uso de controles quimicos de manera irresponsable la mayoria de veces aumenta la incidencia
de la enfermedad reduciendo la poblacion o efectividad de los antagonistas. Por tal motivo es
importante buscar la posibilidad de integrar alternativas de control que permitan que las
condiciones se vuelvan adversas al patdgeno y por consiguiente al desarrollo de la enfermedad.
(Leach & Garber, 1970).

Para controlar esta enfermedad se pueden utilizar diferentes tipos de tratamientos mediante
agroqguimicos como: Mancozeb, Folpet, Selix. Benomyl, etc, que son usados frecuentemente.

(Espinal, Huanca, Terrazas, & Giménez, 2010).

8. Control biolégico.

La necesidad de contar con productos que proporcionen un control efectivo, pero a la vez no
toxico para la salud y el medio ambiente hay que contar con nuevas alternativas, las mismas que
nacen de la utilizacion de microorganismo tales como bacterias y hongos.

Condori, Ledn, & Zapana, (2016), hace referencia que de la rizosfera del haba se aislé 17 hongos
antagénicos nativos, los cuales se logré identificar hongos de los géneros Trichoderma vy
Clonostachys. Las cepas TRCH-12 tienen un efecto de 54,6% comparado con la TRCH-11 de
3,62 % en la inhibicidon micelial. Asi mismo, 14 cepas pertenecientes al género Trichoderma y
una cepa de Clonostachys son micoparasitos agresivos en contra de Botrytis fabae.

También existen diversos hongos como: Trichoderma spp., Trichoderma inhamatum.,
Coniothyrium spp., Gliocladium p., Mucor spp., Penicillium spp., Verticilium spp., bacterias y
nematodos como antagonistas de Botrytis sp. (Infoagro, 2017).

D. QUINUA (Chenopodium quinoa).

La quinua (Chenopodium quinoa Willd) es una planta de la familia Chenopodiaceae y era llamado
por los incas “la madre del grano”. Es una planta andina, anual dicotiledonea y de alrededor de 1-
2 m de altura; ademas tiene un alto valor nutricional, proteico y con fuentes potenciales de
compuestos bioactivos tales como polifenoles y fibra dietética. (Repo, 2014)

A pesar de que se han aislado mas de 20 saponinas de diferentes partes de la quinoa (flores, frutos
y granos) y se identificaron sus agliconas y respectivos azUcares, la mayor cantidad de saponinas
se encuentra en el epispermo del grano, por lo que son abundantes en los residuos (mojuelo) que
se desechan en el proceso de beneficiado, a través del cual se separa la cascarilla del grano por
friccion (escarificado), actividad que se realiza a la quinua para consumo y exportacion. Estudios
han demostrado que el uso de saponinas tiene actividad antifangica. (Rinel & Hugh, 2016)

1. Residuos industriales.

Durante el proceso industrial de la quinua, el producto pasa por varias etapas, entre éstas existen
dos en las que se extraen una gran cantidad de residuos. La primera, la escarificacion, o también
Ilamado lavado seco, es aqui donde se extrae una gran cantidad de material particulado y otro en
polvo, que esencialmente presenta altos contenidos de saponinas. El segundo proceso, el lavado,
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o0 también llamado lavado en himedo, donde se extrae una gran cantidad de vertido del cual se
conoce que en su composicion existe gran cantidad de saponinas. (Gaibor, 2018)

2. Concentraciones.

Para obtener concentraciones gue sean eficientes se recomienda realizar extracciones a nivel de
laboratorio utilizando un porcentaje de residuos de quinua en agua de 20%, porque a mayor
concentracion la muestra es muy espesa dificultando la filtracion lo que se traduce en menor
cantidad de extracto final. (Ladies Industriales, 2011)

Para un maximo aprovechamiento lavar los residuos sélidos descartados en la etapa de filtracion,
si bien con dos lavados posteriores a la extraccion se logra el 50,4% de recuperacion de solidos,
el segundo lavado no siempre se justifica porque requiere invertir tiempo y recursos para obtener
un 6,9 % de recuperacion adicional, por esto se recomienda un lavado posterior a la extraccién lo
que significa recuperar el 43,5% de los solidos. (Ladies Industriales, 2011)

3. Saponinas y sus derivados.

a. Definicién.

Son fitoquimicos y su nombre proviene del latin sapo (“jabon”), debido a su capacidad de formar
espuma estable en una solucién acuosa. Las saponinas afectan las cualidades organolépticas por
su sabor amargo. (Troisi, Fiore, & Pulvento, 2014)

b. Saponinas de la quinua.

Las saponinas constituyen el principal factor antinutricional de la quinua. Las semillas que
contienen mas del 0,11% son variedades amargas y las que tienen menos contenido son variedades
dulces (Ahumada et al., 2016). Estos fitoquimicos se han encontrado en diversas partes de la
quinua (semillas y cascara, flores y frutos) (Troisi et al, 2014). Se han identificado 8 agliconas y
en total 31 tipos de saponinas en la planta de la quinua (Ahumada et al, 2016).

La quinua tiene saponinas, unas sustancias de sabor amargo ubicadas en el epispermo del grano,
que deben ser eliminadas antes del consumo humano. Para su eliminacion, las empresas
exportadoras de quinua, han desarrollado un proceso de beneficiado donde se separa el epispermo
del grano mediante dos procesos: (Lozano, 2012)

El primero es basado en la friccion entre granos por accion mecanica (escarificado) obteniéndose
un polvo rico en saponinas denominado “mojuelo”. El segundo es un proceso de lavado con agua
para eliminar el epispermo restante. El rendimiento del “mojuelo” es de alrededor de 4,5 %
respecto al grano, por lo que cada afio se generan toneladas de estos residuos. (Lozano, 2012).

c. Derivados.

Las moléculas de las saponinas se encuentran clasificas por su estructura, como glucosidos
esteroidales o triterpénicos, se caracterizan por las propiedades semejantes a las del jabén: cada
molécula estd constituida por una parte lipofilica (esteroidal o terpenica) y otra hidrofilica
(glicosidos). (Tenorio, Terrazas, Alvarez, & Villa, 2010)
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Chenopodium quinoa es una especie rica en saponinas triterpénicas contenidas, en las hojas,
flores, y especialmente en la cascara de las semillas; en la actualidad se han identificado alrededor
de 30 saponinas derivadas de la hederagenina y de los &cidos oleandlico, fitolacagénico y
serjanico en la planta. (Ahumada, Ortega, & Chito, 2016)

Tabla 4. Estructuras de saponinas identificadas en quinua (Chenopodium quinoa).

Compuesto Localizacion Aglicona | Sustituyente

1 FI,F, S, C i 3-Glc-(1—2)-Ara, 28-Glc

2 S i 3-GIcA

3 FI,F, S, C i 3-GlIcA, 28-Glc

4 FI,F, S, C i 3-Glc-(1—-2)-Glc-(1—3)-Ara, 28-Glc
5 FI,F, S, C i 3-Xyl-(1-3)-GlIcA, 28-Glc

6 S ii 3-Xyl-(1—-3)-GIcA, 28-Glc

7 FI,F, S, C i 3-Ara

8 FI,F, S, C ii 3-Glc-(1—3)-Ara, 28-Glc

9 S ii 3-Glc-(1—4)- Glc-(1—4)-Glc, 28-Glc
10 FI,F, S, C ii 3-GlIcA, 28-Glc

11 S ii 3-Gal-(1—3)- Glc, 28-Glc

12 FI,F, S, C ii 3-Glc-(1—-3)- Gal, 28-Glc

13 FI,F, S, C iii 3-Glc-(1—3)-Ara, 28-Glc

14 FI,F,S,C iv 3-Glc-(1—3)-Ara, 28-Glc

15 FI,F, S, C v 3-Glc-(1—3)-Ara, 28-Glc

16 S vi 3-Glc-(1—-2)- Gle-(1—-3)-Ara, 28-Glc
17 S vi 3-Ara-(1—3)-GIcA, 28-Glc

18 S vii 3-Glc-(1—3)-Ara, 28-Glc

19 FI,F, S, C Vii 3-Glc-(1-2)- Gle-(1—3)-Ara, 28-Glc
20 S vii 3-Ara-(1—-3)-GIcA, 28-Glc

21 FI,F, S, C vii 3-Glc-(1—3)-Ara, 28-Glc

22 FI,F, S, C vii 3-Ara, 28-Glc

23 FI,F, S, C vii 3-GlIcA, 28-Glc

24 FI,F, S, C viii 3-Glc-(1—3)-Gal, 28-Glc

25 FI,F, S, C viii 3-Ara, 28-Glc

26 S viii 3-Ara-(1—-3)-GIcA, 28-Glc

27 FI,F, S, C viii 3-Glc-(1—4)-Glc-(1—4)-Glc, 28-Glc
28 FI,F, S, C viii 3-Glc-(1-2)-Glc-(1—3)-Ara, 28-Glc
29 FI,F, S, C viii 3-Glc-(1—3)-Ara, 28-Glc

30 S viii 3-Glc-(1—3)-Ara

31 S viii 3-Gal-(1—3)-Glc, 28-Glc

Nota: (Ahumada, Ortega, & Chito, 2016)

4. Propiedades.

Las saponinas se consideran como antinutricionales en los alimentos; sin embargo, estudios
recientes mostraron diversas actividades bioldgicas favorables para la salud, entre las que se
encuentran las antibacteriana, antifungica, disminucion del colesterol y anticancerigena, entre
otras. (Apaza, 2016).



18

Apaza, (2016), menciona que las saponinas poseen cualidades bioldgicas de gran utilidad, se
destaca su efecto piscida, insecticida, antiprotozoos, antiinflamatorio, leishmanicida,
antitrichomonas, antiagregante plaquetario, broncolitico, hipocolesterolémico y anticancerigeno.

Lozano, (2012), hace referencia a que las saponinas tienen propiedades surfactantes y
emulsificantes, tiene interés en la elaboracion de detergentes y como espumante en la elaboracion

de bebidas.

5. Accidn fangica.

Existen referencias buenas acerca de la accion de saponinas sobre los hongos fitopatdgenos, como
la actividad de saponinas de quinoa (5 mgxml?) que se tratan con alcalis y se aplican sobre
Botrytis cinerea y eliminan la germinacion del 100% de los conidios, lo que sustenta la posible
optimizacion de extractos de saponinas, modificados quimicamente para optimar la actividad
antifingica. La capacidad de formar complejos con esteroles, proteinas y fosfolipidos de
membranas, representa el principal mecanismo de actividad antifngica de las saponinas, el cual
debe aprovecharse con la finalidad de mejorar la actividad antiflngica frente a fitopatégenos que
merman la produccidn agricola. (Apazal, Smeltekop, & Flores, 2016).

Seglin Guzman (2015) menciona que actualmente su uso se ha diversificado y se aplica
experimentalmente en el control de pestes de diferentes cultivos (papa, tomate, haba) por sus
propiedades como biocontrolador o bioplaguicida de hongos fitopatogenos, como los de los
géneros Aspergillus y Fusarium.

Las saponinas tienen la habilidad de producir ruptura de los eritrocitos, este hecho ha permitido
emplear esta caracteristica en la deteccion y en métodos de cuantificacion de saponinas. (Guzman,
2015)



VI. MATERIALES Y METODOS.

A. CARACTERISTICAS DEL LUGAR.

1. Localizacion.

La presente investigacion se llevd a cabo en el laboratorio del Departamento de Ciencias
Bioldgicas de la Facultad de Recursos Naturales, Escuela Superior Politécnica de Chimborazo,

ubicada en el canton Riobamba provincia de Chimborazo.

2. Ubicacion geogréafica.

Altitud: 2.820 m.s.n.m.
Latitud: 1°39°18,82” S
Longitud: 78°40°39.99”’

3. Condiciones de laboratorio.

Temperatura promedio (dia): 25 °C.
Humedad relativa (dia): 35 % - 45 %

B. MATERIALES Y EQUIPOS.
1. Materiales.

a. Cajas mono Petri desechables.
b. Portaobjetos y cubreobjetos.
c. Papel toalla.
d. Guantes quirdrgicos.
e. Fosforera.
f. Tarrinas plasticas.
g. Cinta.

h. Marcador permanente.
i. Papel filtro.
j.  Frascos de vidrio de 500 ml.
k. Embudos.
. Gas.

m. Mechero.
n. Aguja de tuxteno.

0. Sacabocados.

p. Micropipeta automatica 100 pL.
g. Goteros.

r. Piceta

s.  Computador.

t. Marcadores.

u. Esferos.

v. Calculadora.

w. Grapadora.
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X. Perforadora.
y. Libreta de campo.

2. Equipos.

a. Higrotermotetro.

b. Autoclave.

¢. Microscopio.

d. Céamara de aislamiento de flujo laminar.
e. Camara microscopica digital (10 mp).
f.  Incubadora.

g. Refrigeradora.

3. Reactivos.

a. Medio de cultivo-PDA.

b. Cloranfenicol.

c. Alcohol industrial.

d. Agua destilada.

e. Fungicida.

C. METODOS.

1. Metodologia.

a. Fase de Campo.

1) Recoleccidn en campo de muestras infestadas con Alternaria sp. y Botrytis fabae en el cultivo
de haba.

Larecoleccion de muestras se realiz6 a partir de hojas de haba infectadas, provenientes de campos
de productores asociados a Maquita Cushunchic Chimborazo (MCCH), donde se evidencié una
alta presencia de Alternaria sp. y Botrytis fabae en el cultivo de haba.

Al recolectar el material en el campo, se tomd en consideracidon el estado fenol6gico de la planta
al momento de la recoleccidn, la parte de la planta que se va a tomar, el desarrollo de la lesién y
las condiciones ambientales en ese momento. Las muestras se recolectaron en tarrinas plasticas y
seguidamente se colocaron en fundas herméticamente selladas para ser transportadas; para cada
muestra se anotaron los datos de recoleccion, como localidad, fecha, cultivo, variedad y una
descripcion de los sintomas. (Gilchrist, 2002)

Para Alternaria sp., las muestras recolectadas fueron Unicamente las hojas, observando la
presencia de anillos concéntricos irregularmente formados sobre la lesion. (INIAF, 2006)

En el caso de Botrytis fabae las muestras se recolectaron en la fase vegetativa, presentandose en
forma de manchas color chocolate sobre las hojas (fase no agresiva) o en la fase reproductiva con
la presencia de manchas necrosadas en los tallos, floracion, formacion y maduracion de vainas
(fase agresiva). (INIAF, 2006)
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b. Fase de laboratorio.
1) Aislamiento de Alternaria sp. y Botrytis fabae.

Se procedio a realizar camara himeda a las muestras recolectadas en campo utilizando el siguiente
protocolo:

Se realiz6 un triple lavado:

Se lavo las muestras en agua corriente, luego se sumergio las muestras en una solucion de alcohol
al 2% por un minuto, se lavo las muestras con una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al
5%, después de cada lavado las muestras se enjuagaron con agua destilada estéril haciendo uso
de una piceta, las muestras se las dejo en una caja Petri con papel filtro previamente humedecido
durante tres dias en condiciones de oscuridad a temperatura ambiente + 20 °C. (Borges, 2009)

2) ldentificacion morfolégica de Alternaria sp. y Botrytis fabae.

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

3) Inoculacidn del hongo Alternaria sp. y Botrytis fabae.

a) Preparacion de Agar Papa Dextrosa (PDA).

Se pes6 20 g. de PDA y 0,08 g de cloranfenicol para 500 ml de agua destilada. Se esteriliz6 el
medio de cultivo utilizando el autoclave a una temperatura de 126°C durante 20 minutos, luego
se espero 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 tuxteno se transfirié parte del micelio del hongo al medio de cultivo.

4) Purificacion del cultivo.

Una vez verificado que el patdégeno colonizé el medio de cultivo, se procedi6 a realizar replicas
para obtener una cantidad suficiente para realizar las posteriores pruebas.

5) Preparacion de los residuos industriales de la quinua.

Para la técnica de extraccion de las soluciones madres a partir de los residuos industriales de la
quinua se utiliz6 el método de Extraccion manual - Frotado y lavado durante diez a quince
minutos segin (Tapia, 2007), luego se filtr6 para la obtencidon de las distintas soluciones
utilizando embudos y papel filtro.

Para el lavado y extraccion de las soluciones madres de los residuos industriales se propuso la
siguiente metodologia:

a) 100 g del residuo de escarificado en 2000 ml de agua.
b) 226,7 g del residuo de polvo en 2000 ml de agua.
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C) 226,7 g de quinua escarificada en 1000 ml de agua.

Nota: La solucion no debe tenerse méas de tres dias debido a que tiende a volatilizarse.
6) Pruebas de antagonismo.

Se propuso la siguiente metodologia:

a) Se midio el pH de los extractos, se ajustd a un valor de 6 para permitir el desarrollo de los
pat6genos.

Segun Diab (2012), las saponinas no resisten cambios bruscos de pH, valores muy acidos o
béasicos generan la ruptura de los enlaces O-glucosidicos. Esta caracteristica es Util y empleada en
metodologias para su cuantificacion y elucidacién estructural

Con respecto a la estabilidad térmica, las saponinas resisten temperaturas superiores a 150 °C e
inferiores a 400 °C, temperatura a la cual se inicia el proceso de carbonizacién de la molécula,
posibilitando la implementacion de procesos de extraccién convencionales que usualmente son
favorecidos por el uso de calor. (Ahumada, Ortega, & Chito, 2016),

b) Se realizo la formulacion de PDA en las soluciones de los residuos industriales de quinua: En
funcién de las concentraciones evaluadas (25%, 50% y 75%), se trabajé la formulacion de PDA
con los extractos en lugar de H2Qyq, es decir para 500 ml de PDA:

i. Al 25% se utilizaron 25 ml de solucién madre y 75 ml de H,Oyq
ii. Al50% se utilizaron 40 ml de solucién madre y 40 ml de H,Oyq
iii. Al 75% se utilizaron 75 ml de solucién madre y 25 ml de H;Oyq

La solucion obtenida de cada extracto se afiadio antes de la esterilizacion.

c) Parael control solo se utiliz6 PDA formulado de forma normal.

d) Para el control quimico se utilizé un fungicida sist¢émico de amplio espectro (Ingrediente
Activo: Difenoconazole - Score 250 EC), se tomd en cuenta la dosis recomendada por el

fabricante.

i. Para Alternaria sp., se utiliz 56 pL del fungicida para 80 ml de PDA.
ii. Para Botrytis fabae se utilizaron 170 pL del fungicida para 170 ml de PDA.

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

e) Se realiz6 el vertido en las cajas Petri.

f) Al dia siguiente se realiz6 la siembra de discos de 8 mm extraidos con el sacabocados N°4 al
centro de la placa y se evalu6 el crecimiento de diametro micelial cada 24 horas. Ademas, se
debid tener extracto estéril, H,Oq4, papel filtro y goteros (micropipeta automatica 100 uL)
estéril porque se realizo las pruebas de patogenicidad en foliolos de haba.
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7) 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 llevo la suspension a la camara de Neubauer para el conteo.
(Rinel, 2016).

Con los ajustes respectivos en funcion de las condiciones del laboratorio.
8) Evaluacion del desarrollo del hongo.

El efecto de los residuos industriales sobre Alternaria sp. y Botrytis fabae se evalué mediante el
método de envenenamiento al medio de cultivo agregandole el lavado de los residuos diluidos
para obtener las concentraciones correspondientes a 25 %, 50 % y 75 %, se utilizé el medio como
diluyente aln en estado liquido. Cada medio (10 ml) se vertié en placas Petri estériles de 8,5 cm
de diametro (Rinel, 2016)

Para el caso de Alternaria sp. y Botrytis fabae, el medio de cultivo para el crecimiento del hongo
fue a base de papa-dextrosa-agar (PDA). (Calvo, 2012).

Finalmente, la inoculacién de los fitopatdgenos se realizo en el centro de cada placa, donde se
colocaron 10 pl de la suspension conidial (10%/ml por superficie) en un radio de 5 mm y se incub6
a 25°C. (Rinel, 2016) Los testigos solo contuvieron el medio de cultivo sin adicion de los residuos
industriales de quinua.

9) Evaluacion de la severidad en hojas.

Se colectd hojas sanas de haba y se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5% durante 1 minuto,
seguido de un lavado en agua destilada para eliminar los restos de hipoclorito de sodio;
posteriormente, se dejaron las hojas de haba desinfestadas sobre papel filtro estéril; luego, se
colocaron dentro de las cajas Petri sobre papel filtro himedo. (Rinel, 2016).

Se aplic6, homogéneamente, las diferentes soluciones obtenidos de los residuos de la quinua (25
%,50 % y 75 %) en la superficie de las hojas. La inoculacion se realiz6 con la suspension de
conidios.

En cada tratamiento se aplicé una dosis de 10 pl de suspension con una concentracion de 10°
conidios/ml en la parte central del haz de la hoja; finalmente, se sellaron las placas Petri y se
incubaron a 25°C (Rinel, 2016). Para los testigos no se aplicd soluciones, de los residuos
industriales de quinua.

10) Todos los datos recolectados se almacenaron y procesaron en una base de datos en Excel.

D. CARACTERISTICA EXPERIMENTAL.

Para cada tratamiento se utilizd una caja Petri con tres repeticiones, empleando las caracteristicas
antes mencionadas.
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E. TRATAMIENTOS EN ESTUDIO.

Los tratamientos en estudio se realizaron para: Alternaria sp. y Botrytis fabae. Tanto en cultivo
in vitro y en tejido vegetal respectivamente.

NUmero de tratamientos 9+2
Numero de repeticiones: 3
Numero de unidades experimentales 33

Para los fitopatogenos Botrytis fabae y Alternaria sp., se replicaron los mismos tratamientos de
estudio, en medio de cultivo sintético y en tejido vegetal sano.

Tabla 5. Tratamientos en estudio.

Cddigo Descripcion
T1 Testigo control absoluto (PDA simple).
T2 Testigo control quimico - Score (Difenoconazole).
T3 Residuo del lavado obtenido del proceso de escarificacion al 25 %.
T4 Residuo del lavado obtenido del proceso de escarificacion al 50 %.
T5 Residuo del lavado obtenido del proceso de escarificacion al 75 %.
T6 Residuo del lavado obtenido del polvo por el proceso de escarificacion al 25 %.
T7 Residuo del lavado obtenido del polvo por el proceso de escarificacion al 50 %.
T8 Residuo del lavado obtenido del polvo por el proceso de escarificacion al 75 %.
T9 Residuo obtenido del proceso de lavado de la semilla al 25 %.
T10 Residuo obtenido del proceso de lavado de la semilla al 50 %.
Ti1 Residuo obtenido del proceso de lavado de la semilla al 75 %.

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019).

F. DISENO EXPERIMENTAL.

1. Caracteristicas del disefo.

Se utilizé un disefio completo al azar (DCA), con nueve tratamientos mas dos testigos control y
tres repeticiones.

2. Esquema de andlisis de varianza.

Tabla 6. Analisis de varianza (ADEVA).

Fuente de Variacion Formula gl
Tratamientos T-1 10
Error T(r-1) 22
Total (T*n-1 32

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
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3. Analisis funcional.

a. Se aplico la prueba de TUKEY al 5% cuando existio diferencias significativas entre los
tratamientos.

G. VARIABLES EN ESTUDIO.

1. Pruebas de antagonismo en PDA formulado con las soluciones.

Se inocul6 el hongo en las cajas de PDA con las respectivas soluciones y se reviso cada 24 horas
el desarrollo hasta que en algin tratamiento el micelio llene la superficie de la caja
determinandose el nimero de dias y tasa de crecimiento.

a. Porcentaje de inhibicidn y tasa de crecimiento micelial en medio sintético para Alternaria
sp. y Botrytis fabae

a) El porcentaje de inhibicién micelial se tomé en cuenta el diametro inicial y final del micelio
para cada tratamiento respectivamente aplicando la respectiva formula.

Para calcular el porcentaje de inhibicion del desarrollo de Alternaria sp. y Botrytis fabae se utilizd
la siguiente formula (Rinel, 2016)

dc — dt

Inhibicién micelial % = x 100

Donde:

 dc = diametro del micelio del control en mm.
« dt = didametro del micelio del tratamiento en mm.

La evaluacion se realiz6 cada 24 horas y durante 144 horas, midiendo en ocho orientaciones
porgue estos patdgenos se desarrollan radialmente.

b) Latasa de crecimiento micelial en medio sintético se midié en centimetros (cm), iniciando la
medida a partir del in6culo (centro de la placa) hasta el borde de ésta (diametro de la caja
Petri 90mm), la medicion se realizara cada 24 horas, hasta que no se observan diferencias en
el crecimiento. (Rinel, 2016)

Para la tasa de crecimiento micelial se utiliz6 la siguiente férmula:

.. mm diametro final — diametro inicial
Tasa de crecimeinto Tia =
ia

tiempo transcurrido
b. Nuamero de esporas producidas.
Se prepard una suspension de esporas a partir de una caja esporulada con los hongos para cada

tratamiento y repeticion. Se contabilizd mediante la Camara de Neubauer, este resultado se
expreso en conidios/ml.
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Para la suspension de esporas se utilizd la siguiente formula:

Promedio(eporas) 400(cuadros) 1000 mm3
* *
16(cuadros) 0,1mm3 1ml

= conidios/ml

c. Apariencia de la colonia.

Se observo directamente en las cajas Petri la colonia y se determind la forma, borde, elevacién y
color. Se tomd en cuenta las caracteristicas de la colonia segtn ( Claudia, 2009).

Esta informacidn se registr6 en la matriz realizada para el efecto.

2. Pruebas de antagonismo en tejido vegetal sano.

Se colocd 1 ml de la solucion en sus distintas concentraciones en el foliolo acompafiado de un
tenso activo (ARPON-0,15cc/L) para romper la tension superficial, después se esperd
aproximadamente 5 minutos a que se impregne y sobre la superficie se colocé la suspension de
esporas 1x10° conidios/ml.

a. Incidenciay severidad en hojas con Alternaria sp. y Botrytis fabae.
a) Incidencia.

Se observd si le enfermedad esta o no presente en la hoja de haba, tomando en consideracion el
namero de dias en el que se presentd la enfermedad. (Maydana, 2001)

b) Severidad.

Se determiné la severidad de la enfermedad aplicando las escalas diagraméticas (Tabla 7),
recomendadas por French y Herbert., citado por (Maydana, 2001).

Tabla 7. Grado de Severidad del cultivo.

Ataque Grado de Descripcién tedrica
severidad

Indicios de presencia 0% a6 % Existen puntos de inicio.

Superficial 7%al’7% Existen pequefios puntos, pero no existe dafio.

Moderado 18 % a 36 % Manchas en los foliolos, de baja
susceptibilidad.

Grave 37 % a 63 % Manchas con necrosamiento, varios macollos
dafados.

Severo 64 % a 80 % Despojo de hojas y muchos macollos dafiados

Nota: French y Herbert, citado por (Maydana, 2001)



VII. RESULTADOS.

A. PRUEBAS DE ANTAGONISMO EN MEDIO DE CULTIVO SINTETICO.

1. Porcentaje de inhibicién vy tasa de crecimiento micelial en medio de cultivo sintético.

a. Porcentaje de inhibicién micelial en medio de cultivo sintético formulado con PDA +
Solucidn del residuo industrial en diferentes concentraciones para Alternaria sp.

El andlisis de varianza para la variable porcentaje de inhibicion micelial en medio de cultivo
sintético para Alternaria sp., mostré diferencias altamente significativas entre tratamientos con

un coeficiente de variacion de 7,04 % (Tabla 8).

Tabla 8. Analisis de la varianza para el % de Inhibicion Micelial en Alternaria sp.

F.V. SC al CM F Significancia
TRATAMIENTOS 15958,55 10  1595,85 2152,48 *x
REPETICIONES 5,47 2 2,74 3,69 ns
Error 14,83 20 0,74
Total 15978,85 32
Ccv 7,04

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
ns: No significativo.
**: Altamente significativo.
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Figura 4. Porcentaje de Inhibicidn micelial para Alternaria sp en medio de cultivo sintético.
Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
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En la Figura 4 se observo que para la variable porcentaje de inhibicion micelial, el residuo del
lavado obtenido del proceso de escarificacion al 75 % (T5) present6 una media de 27,12 %, en
relacion al Testigo control quimico Score-Difenoconazole (T2), que presentd una media de 75,3
%; mientras que el residuo del lavado obtenido del polvo por el proceso de escarificacion al 25
%, 50 % y 75 % (T6), (T7) y (T8) produjeron un efecto contrario, es decir indujeron a un
crecimiento acelerado del hongo, llegando hasta una media de — 5,24 % de inhibicion micelial, lo
que quiere decir que en estos tratamientos se observé un crecimiento del hongo a relacion de los
demas tratamientos que expresaron una reduccion del mismo. Se puede atribuir este efecto
posiblemente al contenido de proteinas que presenta estos residuos. (Anexo 3)

Las plantas de quinua son una fuente invaluable de nuevas moléculas biolégicamente activas,
producen metabolitos secundarios (saponinas), presentando actividad antifangica, (Davicho,
2007)

b. Tasa de crecimiento micelial en medio de cultivo sintético formulado con PDA + Solucién
del residuo industrial en diferentes concentraciones para Alternaria sp.

El andlisis de varianza para la variable tasa de crecimiento micelial en medio de cultivo sintético
para Alternaria sp., mostrd diferencias altamente significativas entre tratamientos con un

coeficiente de variacion de 1,54 % (Tabla 9).

Tabla 9. Analisis de la varianza para la tasa de crecimiento micelial en Alternaria sp.

F.V. SC al CM F Significancia
TRATAMIENTOS 165,43 10 16,54 2358,06 *x
REPETICIONES 0,02 2 0,01 1,45 ns
Error 0,14 20 0,01
Total 165,59 32
cVv 1,54

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
ns: No significativo.
**: Altamente significativo.
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TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL
(Alternaria sp.)

12

10

mm/dia
(o))
W)
w)
r?-l
m

A
=
T2 175 T10 T9 T4 Ti1 T6 T3 T8 T7 T1
B Medias 0.39 436 4.72 525 533 541 564 6.03 6.11 6.14 10.59

0

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

En la Figura 5 se observo que para la variable tasa de crecimiento micelial el residuo del lavado
obtenido del proceso de escarificacion al 75 % (T5) presentd una media de 4.36 mm/dia, en
relacién al Testigo control quimico Score-Difenoconazole (T2) el cual presenté una media de
0.39 mm/dia, mientras que los tratamientos con residuo del lavado obtenido del proceso de
escarificacion al 25 % (T3) y los residuos del lavado obtenido del polvo por el proceso de
escarificacion al 75% y 50% (T8) y (T7) presentaron tasas de crecimientos aceleradas con medias
de 6.03 mm/dia, 6.11 mm/dia y 6.14 mm/dia respectivamente, adicionalmente cabe indicar que
el Testigo control absoluto T1 (PDA simple) presenta una media de 10.59 mm/dia.

La planta de quinua contiene saponinas en diferentes partes de la planta (flores, frutos y grano),
siendo este Ultimo donde se encuentra su mayor contenido, principalmente en el epispermo del
grano. Las saponinas tienen actividad antifngica. (Rinel & Hugh, 2016).

c. Porcentaje de inhibicién micelial en medio de cultivo sintético formulado con PDA +
Solucidn del residuo industrial en diferentes concentraciones para Botrytis fabae.

El andlisis de varianza para la variable porcentaje de inhibicion micelial en medio de cultivo
sintético para Botrytis fabae, mostr6 diferencias altamente significativas entre tratamientos con
un coeficiente de variacion de 7,32 % (Tabla 10).
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Tabla 10. Andlisis de la varianza para el % de Inhibicion Micelial en Botrytis fabae.

F.V. SC ol CM F Significancia
TRATAMIENTOS 25589,17 10 2558,92 516,12 **
REPETICIONES 80,1 2 40,05 8,08 ns
Error 99,16 20 4,96
Total 25768,42 32
Ccv 7,32

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
ns: No significativo.
**. Altamente significativo
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Figura 6. Porcentaje de Inhibicion micelial para Botrytis fabae en medio de cultivo sintético.
Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)

En la Figura 6 se observé que para la variable porcentaje de inhibicion micelial, el residuo del
lavado obtenido del proceso de escarificacion al 75 % (T5) presentd una media de 59,87 %, en
relacién al Testigo control quimico Score-Difenoconazole (T2), que presentd una media de 79,29
%; mientras que el residuo del lavado obtenido del polvo por el proceso de escarificacion al 75%,
50% y 25% (T8), (T7) y (T6) produjeron un efecto contrario, es decir indujeron a un crecimiento
acelerado del hongo, llegando hasta una media de - 6,48 % de inhibicion micelial, lo que quiere
decir que en estos tratamientos se observo un crecimiento del hongo a relacién de los demas
tratamientos que expresaron una reduccion del mismo. Se puede atribuir este efecto posiblemente
al contenido de proteinas que presenta estos residuos.
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Segun Repo (2014), menciona que la quinua es una fuente excelente de proteinas, lipidos e
hidratos de carbono. (Anexo 3)

d. Tasa de crecimiento micelial en medio de cultivo sintético formulado con PDA + Solucién
del residuo industrial en diferentes concentraciones para Botrytis fabae.

El andlisis de varianza para la variable tasa de crecimiento micelial en medio de cultivo sintético
para Botrytis fabae, mostrd diferencias altamente significativas entre tratamientos con un

coeficiente de variacion de 4,29 % (Tabla 11).

Tabla 11. Andlisis de la varianza para la tasa de crecimiento micelial en Botrytis fabae.

F.V. SC gl CM F Significancia
TRATAMIENTOS 1026,84 10 102,68 589,32 *x
REPETICIONES 0,14 2 0,07 0,4 ns
Error 3,48 20 0,17
Total 1030,47 32
Cv 4,29

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
ns: No significativo.
**: Altamente significativo.

TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL
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Figura 7. Tasa de crecimiento micelial para Botrytis fabae en medio de cultivo sintético.
Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)

En la Figura 7 se observo que para la variable tasa de crecimiento micelial el residuo del lavado
obtenido del proceso de escarificacion al 75 % (T5) presentd una media de 4,5 mm/dia, en relacion
al Testigo control quimico Score-Difenoconazole (T2) el cual presenté una media de 0.25 mm/dia,
mientras que los tratamientos del residuo del lavado obtenido del polvo por el proceso de
escarificacion al 75 %, 50 % y 25 % (T8), (T7) y (T6) presentaron las tasas mas aceleradas de
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crecimientos con medias de 16.5 mm/dia, 16.5 mm/dia y 17.42 mm/dia respectivamente, siendo
estas las tasas de mayor velocidad de crecimiento comparadas con el Testigo control absoluto T1
(PDA simple) present6 una media de 16.08 mm/dia.

La germinacion de Botrytis fabae estd controlada bajo vias de sefializacion en las que
intervienen el contenido de proteinas. (Doehlemann, Berndt, & Hahn, 2006).

e.

1)

2)

f.

1)

Numero de esporas producidas.

Para Alternaria sp., se observé una suspension de esporas para el Testigo control absoluto en
PDA simple (T1) de 1,72*10° conidios/ml., 20 dias después de haber inoculado el hongo.

Los demas tratamientos no formaron esporas hasta 30 dias después de la inoculacién del
hongo, debido posiblemente a las condiciones de humedad y temperatura o inclusive a las
soluciones utilizadas para la formulacién con el PDA, se observd solo la formacion de
micelio.

Para Botrytis fabae se observé una suspension de esporas para el Testigo control absoluto
PDA simple (T1) de 1,71*10° conidios/ml., 15 dias después de haber inoculado el hongo.

Los deméas tratamientos no formaron esporas hasta 30 dias después de la inoculacion del
hongo, formandose Unicamente esclerocios; esto posiblemente a las condiciones de humedad
y temperatura, segin (Herrera, y otros, 1986) mencionan que la formacion de los esclerocios
esta influenciada por maltiples factores como la temperatura (11-13 °C), luz, el pH vy la
composicion del tejido sobre el que se desarrolla.

Apariencia de la colonia

Caracteristicas morfoldgicas de Alternaria sp.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
(Alternaria sp.)
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FORMA BORDE ELEVACION COLOR

Figura 8. Caracteristicas morfoldgicas de la colonia- Alternaria sp.
Nota; Elaborado por. (Sanchez, 2019)
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Las caracteristicas morfologicas que presentd Alternaria sp., se puede apreciar en la Figura 8,
teniendo que los tratamientos T4, T5, T10 y T11 presentaron forma circular, mientras que en los
demaés tratamientos se observé una forma irregular, adicionalmente el 100 % de los tratamientos
presentd un borde ondulado, elevacién umbonada y un color verde salvia.

Segun Rivas (2014), manifiesta que las colonias de Alternaria sp., son umbonadas y algodonosas,
de coloracion blanca grisacea inicialmente y posteriormente se observa su superficie de color café
o0 verde oliva oscura, el reverso de la colonia es café oscuro a negro, como resultado del depdsito
de pigmento dihidroxinaftaleno-melanina

2) Caracteristicas morfologicas de Botrytis fabae.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

(Botrytis fabae)

100% 1009 100% 100%
100%
80%
60%
40%
20%
0%

Circular Ondulado Plana White cotton
FORMA BORDE ELEVACION COLOR

Figura 9. Caracteristicas morfoldgicas de la colonia- Botrytis fabae.
Nota; Elaborado por. (Sanchez, 2019)

Las caracteristicas morfolGgicas que presentd Botrytis fabae se puede apreciar en la Figura 9,

siendo asi que el 100 % de los tratamientos tienen forma circular, borde ondulado, elevacion plana
y tienen un color white cotton (blanco algodén).

Las colonias de Botrytis fabae segun (Duran & Mosquera, 2007) en los primeros dias muestran
un micelio con coloracién blanco algodonosa a una temperatura de incubacion de 25 °C y a
medida que envejecen las colonias toman un aspecto pulverulento de color grisaceo a parduzco.

B. PRUEBAS DE ANTAGONISMO EN TEJIDO VEGETAL.

1. Incidenciay severidad en hojas.

a. Incidencia en tejido vegetal con presencia de Alternaria sp.

1) Enel 100 % de los tratamientos con tejido vegetal se observé la presencia del fitopatégeno
Alternaria sp. 96 horas después de haberse realizado la inoculacion.
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b. Severidad en tejido vegetal con presencia de Alternaria sp.

El andlisis de varianza para el grado de severidad en Alternaria sp., mostré diferencias altamente
significativas entre tratamientos con un coeficiente de variacion de 7,08 % (Tabla 12).

Tabla 12. Analisis de la Varianza para severidad de Alternaria sp., sobre tejido vegetal.

F.V. SC al CM F Significancia
TRATAMIENTOS 41739,3 10 4173,93 292,75 e
REPETICIONES 37,12 2 18,56 1,3 ns
Error 285,16 20 14,26
Total 4206158 32
CcVv 7,08

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
ns: No significativo.
**: Altamente significativo.
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Figura 10. Porcentaje de severidad con Alternaria sp., sobre tejido vegetal.
Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)

En la Figura 10 se observé que para la variable severidad, el residuo del lavado obtenido del
proceso de escarificacion al 75 % (T5) presenté con una media de 16.11 %, seguido del residuo
obtenido del proceso de lavado de la semilla al 50 % (T10) con una media de 18 %, en relacion
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al Testigo control quimico Score-Difenoconazole (T2), el cual presentd una media de 6.89 %;
mientras que el residuo del lavado obtenido del polvo por el proceso de escarificacion al 75 %
(T8) presentaron el porcentaje de severidad mas altos con una media de 99.33 %, siendo este valor
superior al testigo control absoluto T1 (PDA simple) que presenté una media de 92.56 %.

Comparado con el diagrama de severidad del cultivo (Tabla 7), con el residuo del lavado obtenido
del proceso de escarificacion al 75 % (T5) se observo un ataque superficial del foliolo, existiendo
pequefios puntos, pero sin hallarse dafio y con el residuo obtenido del proceso de lavado de la
semilla al 75 % (T10) se obtuvo un ataque moderado con machas en el foliolo de baja
susceptibilidad.

Se puede apreciar que la severidad es inversamente proporcional a la concentracion de los
residuos utilizados. A mayor concentracion menor el porcentaje de severidad.

c. Incidencia en tejido vegetal con presencia de Botrytis fabae.

1) Enel 100 % de los tratamientos con tejido vegetal se observd la presencia del fitopatégeno
Botrytis fabae 96 horas después de haberse realizado la inoculacion.

d. Severidad en tejido vegetal con presencia de Botrytis fabae.

El andlisis de varianza para la variable severidad en Botrytis fabae, mostr6 diferencias altamente
significativas entre los tratamientos con un coeficiente de variacion de 9,34 % (Tabla 13).

Tabla 13. Analisis de la Varianza para severidad de Botrytis fabae sobre tejido vegetal.

F.V. SC gl CM F Significancia
TRATAMIENTOS 26742,02 10 2674,2 166,67 e
REPETICIONES 86,11 2 43,05 2,68 ns
Error 320,89 20 16,04
Total 27149,02 32
Ccv 9,34

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
ns: No significativo.
**: Altamente significativo.
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Figura 11. Porcentaje de severidad con Botrytis fabae sobre tejido vegetal.
Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)

En la Figura 11 se observo que para la variable severidad, el residuo del lavado obtenido del
proceso de escarificacion al 75 % (T5) present6 una media del 11 %, seguido del residuo obtenido
del proceso de lavado de la semilla al 75 % (T11) con una media de 13,33 %, en relacion al
Testigo control quimico Score-Difenoconazole (T2), el cual presenté una media de 6,17 %;
mientras que el residuo del lavado obtenido del polvo por el proceso de escarificacion al 25 %,
50 % y 75 % (T6), (T7) y (T8) presentaron el porcentaje de severidad mas altos con medias de
52.5 %, 85,83 % y 97 %, incluido el residuo obtenido del proceso de lavado de la semilla al 25 %
(T9) con una media de 55, 83 % respectivamente, siendo estos valores superiores al Testigo
control absoluto T1 (PDA simple) que presenté una media de 48.33 %.

Comparado con el diagrama de severidad del cultivo (Tabla 7), con el residuo del lavado obtenido
del proceso de escarificacion al 75 % (T5) y el residuo obtenido del proceso de lavado de la
semilla al 75 % (T11), se observé un ataque superficial del foliolo, existiendo pequefios puntos,
pero sin hallarse dafio.

El mayor % de severidad puede deberse posiblemente a las bajas concentraciones de los residuos
utilizados. (Maydana, 2001), indica que los extractos naturales en dosis altas son mas eficientes
en el control de la mancha chocolate con relacion a los extractos en dosis bajas.



VIII. CONCLUSIONES.

A. El tratamiento con el residuo del lavado obtenido del proceso de escarificacion al 75 % (T5)
gjercié efectos de control sobre Alternaria sp., en las siguientes variables: porcentaje de
inhibicion micelial en medio de cultivo sintético del 27,12 % y tasa de crecimiento micelial
de 4,36 mm/dia, en comparacion con el tratamiento control absoluto de 10,59 mm/dia.

B. El tratamiento con el residuo del lavado obtenido del proceso de escarificacion al 75 % (T5)
ejercié efectos de control sobre Botrytis fabae, en las siguientes variables: porcentaje de
inhibicion micelial en medio de cultivo sintético del 59,87 % Yy tasa de crecimiento micelial
de 4,5 mm/dia, en comparacion con el tratamiento control absoluto de 16,08 mm/dia.

C. Para el caso de la variable severidad en foliolos de haba (tejido vegetal), inoculados con
Alternaria sp., el residuo del lavado obtenido del proceso de escarificacion al 75 % (T5) y el
residuo obtenido del proceso de lavado de la semilla al 50 % (T10), presentaron promedios
de 16.11 % y 18 % respectivamente; es decir que al aplicar los tratamientos antes
mencionados se logra reducir el avance de la enfermedad en tejido vegetal en forma
moderada.

D. Para el caso de la variable severidad en foliolos de haba (tejido vegetal), inoculados con
Botrytis fabae, el residuo del lavado obtenido del proceso de escarificacion al 75 % (T5) y el
residuo obtenido del proceso de lavado de la semilla al 75 % (T11), presentaron promedios
de 11 %y 13,3 % respectivamente; es decir que al aplicar los tratamientos antes mencionados
se logra reducir el avance de la enfermedad en tejido vegetal.



IX. RECOMENDACIONES.

A. Validar en campo los resultados obtenidos en el laboratorio, para corroborar los resultados de
la misma.

B. Investigar el efecto de los residuos utilizando concentraciones que superen el 75% de la
solucion.

C. Combinar los residuos de la quinua con extractos, macerados, tés de otras plantas o especies
para medir sus efectos.

D. Tomar en consideracion la procedencia de los residuos, para determinar la eficiencia de los
mismaos, adicionalmente se recomienda no almacenar la solucién de los residuos por mas de
tres dias, ya que sus propiedades pueden alterarse.

E. Evaluar los residuos sobre organismos benéficos utilizados en la agricultura.



X.  RESUMEN.

La presente investigacion propone: evaluar el efecto de tres residuos industriales de la quinua
sobre Alternaria sp. y Botrytis fabae en haba (Vicia faba), realizado en el laboratorio del
Departamento de Ciencias Biologicas de la Facultad de Recursos Naturales de la ESPOCH: se
utilizd un disefio completo al azar, con nueve tratamientos mas dos testigos control y tres
repeticiones; los tratamientos correspondieron a: residuo del lavado obtenido del proceso de
escarificacion (RLPE), residuo del lavado obtenido del polvo por el proceso de escarificacion
(RLPPE) y el residuo obtenido del proceso de lavado de la semilla (RPLS), al 25%. 50% y 75%.
Se evaluo el porcentaje de inhibicion y tasa de crecimiento micelial en medio de cultivo sintético
y porcentaje de severidad en tejido vegetal, De acuerdo a los resultados obtenidos el RLPE al 75
%, produjo un porcentaje de inhibicion del 27,12% para Alternaria sp y 59,87% para Botrytis
fabae. La tasa de crecimiento fue de 4.36 mmv/dia para Alternaria sp. y 4,5 mmv/dia para Botrytis
Jabae. Para la variable severidad en foliolos de haba (tejido vegetal), inoculados con Alternaria
sp.. el RLPE al 75 % y el RPLS al 50 %, presentaron promedios de 16.11 % y 18 %
respectivamente, se observd un ataque de superficial a moderado y con Botryiis fabae, el RLPE
al 75 % y el RPLS 75 %, presentaron promedios de 11 %y 13.3 % respectivamente, se observo
un ataque superficial; logrando para ambos casos reducir el avance de la enfermedad en tejido
vegetal. Desde el punto de vista agronomico se recomienda utilizar concentraciones que superen
al 75 % de la solucion evaluada.

Palabras clave: RESIDUOS INDUSTRIALES - CONCENTRACIONES DE RESIDUOS -
INHIBICION MICELIAL -SEVERIDAD DE HOJAS,

Por: Victor Sanchez,



X. SUMMARY.

This rezearch proposzes: to evaluate the effect of three industrial residues of quinos on
Alrernaria sp. and Bonryris fabae in bean (Vicia faba), carriad out in the lzboratory of the
Department of Biological Sciences of the Faculty of Natural Resources of ESPOCH; 2
complste random design was used, with nine weanments plus fve conwol controls and
three replicates; The treatments comresponded to: residue of the washing obtained from
the process of scarification (RLPE), residue of the washing obtained Som the dust by the
process of scarification (RLPPE) and the residue obtained from the process of the seed
washing (RPLS), to 23%, 50% and 75%. The percentage of inhibition mycelizl growt rate
in syntheticculture mediwm znd percentage of sarverity in plant tissue were evziuated.
According to the result: obtained RLPE to 73%, produced 3 inhibition percentage of
27.12% for Alternaria spl and 4.5 mm/day for Boryns fabas. For the variable seventy of
bean leaflets (plant tiszus), inoculated with Alternaria sp, RLPE at 75% and RPLS 50%,
showed averages of 16.11% and 18% respectively, 2 superficial to moderate attack was
obzarved and with Boorytis fabae, RLPE at 75% and RPLS 73%, showed averages of 11%
and 133% respectively, 2 superficial attack was observed; achieving in both cases reduce
the progreszion of the dizaase in plant tissue. From the azronomic point of view it is
recommended to use concentrations exceeding 75% of the evaluated solution.

Key words: INDUSTRIAL WASTE - RESIDUES CONSENTRATIONS - MYCELIA
INHIBITION - SEVERITY LEAVES.
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Anexo 1. Contenido de humedad y fibra del proceso industrial de escarificado de la quinua.
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Anexo 2. Analisis Fisico-Quimico de agua residual después del lavado-salida de la centrifuga.
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Anexo 3. Composicion quimica de la quinua segun diferentes autores.
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Componente
Proteina g/100g 11.2 14.4 14.1 14.5
Grasa cruda g/100g 4.0 6.0 9.7 5.2
Fibra g/100g n.d. 4.0 n.d. 14.2**
Ceniza g/100g 3.0 2.9 3.4 2.7
Carbohidratos g/100g 32.6* 72.6 725 64.2

Nota: (Repo, 2014)

* Contenido d

e almidon

** Fibra dietaria
n.d. = no determinado

Anexo 4. Contenido de aminoécidos en el grano andino (g. amino &cido/16 g N) (13)

Aminoécido Quinua Aminoécido Quinua
Acido aspartico 7.8 Tirosina* 2.5
Treonina* 34 Fenilalanina* 3.7
Serina 3.9 Lisina* 5.6
Acido Glutamico 13.2 Histidina* 2.7
Prolina 3.4 Arginina 8.1
Glicina 5.0 Metionina* 3.1
Alanina 4.1 Cisteina* 1.7
Valina* 4.2 Triptofano* 2.05
Isoleucina* 3.4 % N del grano 12.8
Leucina* 6.1 % proteina
Nota: (Repo, 2014)
Anexo 5. Contenido de minerales en la quinua.
Mineral (mg/kg base (%) (mg/kg (mg/100 g) | (mg/ 100 g | (mg/100
seca) muestra) base seca) 9)
Calcio 200-3900 0.1020 860 86.3 32.9 56.5
Magnesio | 1300-4600 | n.d. 2320 502 206.8 176.0
Sodio 12-425 0.06125 930 n.d. 26.6
Fosforo 1290-6300 | 0.140 220 411 n.d. 468.9
Hierro 5-321 0.01050 26 15 55 14.0
Cobre 6-87 n.d. 76 n.d. 0.2
Zinc 12-99 n.d. 38 4 1.8 2.8
Potasio 5000-19800 | 0.82250 7140 732 n.d. 1193.0

Nota: (Repo, 2014)




Anexo 6. Contenido de vitaminas en la quinua.
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Vitamina
Tiamina (mg/100 g grano) 0.4 n.d. n.d.
Rboflavina (mg/100 g grano) 0.2 n.d. n.d.
Acido folico (ug/100 g grano) 78.1 n.d. n.d.
Vitamina C (mg/100 g grano) 16.4 12-13
a-tocoferol (mg/100 g grano) 2.6 n.d. 24.7*
Vitamina A (mg RE/100 g) 0.2 n.d. n.d.

Nota: (Repo, 2014)

Anexo 7. a) Recoleccion de muestras en campo. b) Aislamiento de los hongos fitopatogenos. c)

Identificacion del patdégeno. d) Botrytis fabae-40 X. e) Alternaria sp.-40 X.

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
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Anexo 8. Tasa decrecimiento e inhibicion micelial del hongo Botrytis fabae en medio sintético a
las 96 horas de establecido el ensayo, con la formulacién del PDA mas los residuos del lavado
obtenido por el proceso de escarificacion al 25%, 50% y 75%.

Nota: Elaborado por. (Séanchez, 2019)



o1

Anexo 9. Tasa de crecimiento e inhibicion micelial del hongo Botrytis fabae en medio sintético a
las 96 horas de establecido el ensayo, con la formulacion del PDA mas residuos del lavado
obtenido del polvo por el proceso de escarificacion al 25%, 50% y 75%.

Nota: Elaborado por. (Séanchez, 2019)
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Anexo 10. Tasa de crecimiento e inhibicion micelial del hongo Botrytis fabae en medio sintético
a las 96 horas de establecido el ensayo, con la formulacion del PDA maés residuos obtenidos por
el proceso de lavado de la semilla al 25%, 50% y 75%.

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
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Anexo 11. Tasa de crecimiento e inhibicion micelial del hongo Alternaria sp., en medio sintético
a las 288 horas de establecido el ensayo, con la formulacion del PDA mas los residuos del lavado
obtenido por el proceso de escarificacion al 25%, 50% y 75%.

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
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Anexo 12. Tasa de crecimiento e inhibicion micelial del hongo Alternaria sp. en medio sintético
a las 288 horas de establecido el ensayo, con la formulacion del PDA mas residuos del lavado
obtenido del polvo por el proceso de escarificacion al 25%, 50% y 75%.

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
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Anexo 13. Tasa de crecimiento e inhibicion micelial del hongo Alternaria sp., en medio sintético
a las 288 horas de establecido el ensayo, con la formulacién del PDA maés residuos obtenidos por
el proceso de lavado de la semilla al 25%, 50% y 75%.

Nota: Elaborado por. (Séanchez, 2019)
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Anexo 14. Conteo del nimero de esporas en la Camara de Neubauer. a) Botrytis fabae. 107
esporas b) Alternaria sp. 108 esporas

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)

Anexo 15. Preparacion de una suspension conocida de esporas 1x10° conidios/ml, e inoculacién
de 10 pl de dicha suspension con la micropipeta en hojas sanas de Vicia faba.

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
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Anexo 16. Morfologia y crecimiento de las colonias para Botrytis fabae y Alternaria sp.

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.

R X

Punctiform  Circular ~ Filamentous  Irregular Rhizoid Spindle

Elevation — A ‘ ‘

Raised Convex Pulvinate Umbonate

Entire Undulate Lobate Erose Filamentous Curled

Nota: ( Claudia, 2009)

Anexo 17. Escala de colores utilizados para la identificacion del color de la colonia del hongo. a)
Botrytis fabae. b) Alternaria sp.

white  pearl  alabaster  snow Encore | Saivia

ivory  cream  eggshell  cotton 0 BRRHVERRS Esmenlda
chiffon  salt lace  coconut

lnen ~ bone  dasy  powder

frost  porcelan parchment  rice Abshacz  Cocodrilo

Nota: (Pinterest.com, 2018)



58

Anexo 18. Morfologia y crecimiento de la colonia Botrytis fabae. a) Forma circular. b) Elevacion
plana. ) Margen ondulado. d) Color blanco algodonoso.

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)

Anexo 19. Morfologia y crecimiento de la colonia Alternaria sp. a) Forma circular. b) Forma
Irregular. ¢) Elevacién Umbonada. d) Margen ondulado. €) Color verde salvia

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019
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Anexo 20. Comparacion de la severidad con Botrytis fabae en la hoja de Vicia faba inmersa en la solucién
de los residuos del lavado obtenido por el proceso de escarificacion al 25%, 50% y 75%.

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
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Anexo 21. Comparacion de la severidad con Botrytis fabae en la hoja de Vicia faba inmersa en la solucién
de los residuos del lavado obtenido del polvo por el proceso de escarificacion al 25%, 50% y 75%.

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
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Anexo 22. Comparacion de la severidad con Botrytis fabae en la hoja de Vicia faba inmersa en la solucién
de los residuos obtenidos por el proceso de lavado de la semilla al 25%, 50% y 75%.

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
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Anexo 23. Comparacién de la severidad con Alternaria sp. en la hoja de Vicia faba inmersa en la solucién
de los residuos del lavado obtenido por el proceso de escarificacion al 25%, 50% y 75%.

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
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Anexo 24. Comparacién de la severidad con Alternaria sp. en la hoja de Vicia faba inmersa en la solucién
de los residuos del lavado obtenido del polvo por el proceso de escarificacion al 25%, 50% y 75%

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)
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Anexo 25. Comparacion de la severidad con Alternaria sp. en la hoja de Vicia faba inmersa en la
solucion de los residuos obtenidos por el proceso de lavado de la semilla al 25%, 50% y 75%.

Nota: Elaborado por. (Sanchez, 2019)



