l. INTRODUCCION.-

El propdleo es un conjunto de sustancias gomosas Yy resinosas de color verde, pardo, castario,
rojizo o negro de acuerdo a su origen.

La palabra propdleos, deriva de los términos Griegos “pro” que significa: delante de y “polis™:
ciudad.

L os propdleos son sustancias que utilizan las abejas para revestir la colmena en su parte interna
como forma de proteccién contra e ingreso de humedad, tapar agujeros y para barnizar el

interior de la.colmena con fines desinfectantes.

Tratamiento ecolégico que actla como fungicida y bactericida natural que controla
mi croorgani Smos patdgenos en una accion obstaculi zarte que evitaque se reproduzcan al tiempo

gue induce ala plantaa aumento de sus defensas naturales contra la adversidad.

Estas sustancias son recogidas por las abgas (Apis melifera), de ciertas partes de especies
vegetales, que transportan al interior de la misma modificandolas con ceras y secreciones

salivares.

Por eso se decidi6 hacer lainvestigacion de la actividad Antifungica del extracto de propoleo
sobre hongos gque atacan a las plantas en general.
Los hongos son pequefios organismos productores de esporas, generalmente microscopicos,
eucarioticos, ramificados y a menudo, filamentosos que carecen de clorofila'y que contienen

paredes celulares que contienen quitina, celulosa, 0 ambos componentes

Lamayoriade las cien mil de hongos conocidas son estrictamente son saprofitos y viven sobre
la materia organice muerta, a la que descomponen. Alrededor de 50 especies de hongos
producen enfermedades en el hombre y casi e mismo nimero ocasiona enfermedades en los

animales.

Sin embargo, mas de las 8000 especies de hongos, y cada uno de los hongos, parasitos atacan a
uno o més tipos de plantas



Siendo favorablereadlizar el siguiente trabajo de investigacion siendo que a gunos hongos crecen
y se reproducen solo cuando establece una cierta asociacion con las plantas que les sirven de
hospedantes durante todo su ciclo de vida estos hongos como parasitos obligados o biotrofos
otros requieren de una planta hospedante durante una cierta etapa de su ciclo de vida, € cua lo
pueden concluir desarrollandose en materia organicamuerta o bien creciendo y reproduciéndose

tanto materia organica muerta como en plantas vivas (como por € emplo parasitos no obligados)
(George N. Agrios 1996)

1.1. JUSTIFICACION.-

A nivel mundial, las tendencias de las poblaciones del primer mundo se estan volcando hacia el
consumo de productos organicos, naturales, hacia un estilo de vida que fundamentalmente les

permitavivir unalargay saludable vida.

Tarija es considerado departamento Piloto por sus vocaciones productivas y diferentes pisos
ecol 0gicos, virtudes que lahacen favorable para el cultivo organico de diferentes productos que

estan considerados parala seguridad y soberania alimentaria de los bolivianos.

El INIAF y otras organizaciones, estan trabajando en manejo ecol 6gico de diferentes cultivos,
usando caldos, extractos de vegetales y otros productos de origen organicos, parala prevencion
y control de plagas y enfermedades, productos que son usados empiricamente, sin una base
cientifica.

Este trabajo de investigacion busca investigar la capacidad antifungica del propdleo en lafase
de laboratorio, sobre diferentes cepas de hongos, causantes de las principal es enfermedades de
las plantas en e departamento de Tarija. Informacion que nos permitirA recomendar
especificamente la capacidad del propoleo para € control de enfermedades y las dosis

recomendadas a emplear.



1.2. HIPOTESIS.-

El extracto etandlico de propdleo, inhibe in vitro a los hongos géneros Alternaria, oidium,

Botrytis, y Fusarium.
1.3. OBJETIVOS.--
1.3.1. OBJETIVO GENERAL .-
= Determinar la accion fungicida in vitro del propdleo en el control bioldgico de cuatro
tipos hongos (Alternaria, oidium, Botrytis, Fusarium) que afectan alos distintos cultivos
de Tarija.

1.3.2. OBJETIVOSESPECIFICOS.-

= |dentificar y aidar in vitro los hongos Fitopatdgenos, de los géneros Alternaria, oidium,
Botrytis, y Fusarium, parala obtencion de cultivos monosporicos de cada género.

= Evaluaren laboratorio in vitro la actividad anti fungica del propdleo usando diferentes

concentraciones en medios de cultivo.

= Determinar € porcentge de inhibicién de crecimiento de los hongos por accion del

propol eo.



. MARCO TEORICO.-
2.1. PRODUCCION ORGANICA .-

Agricultura organica es un sistema de produccion que mediante e manejo raciona de los
recursos naturales, sin la utilizacion de productos de sintesis quimica, brinde alimentos sanos 'y
abundantes, mantenga o0 incremente la fertilidad del suelo y la diversidad
biol 6gi ca.(http://www.fao.org/.htm)

Uno de los factores que limitan la produccién de los cultivos son las plagas y enfermedades
agricolasy el uso indiscriminado de fungicidas insecticidas organicos sintéticos hatraido como
consecuencia la seleccion de individuos muy resistentes, la aparicion de nuevas enfermedades

y plagas, la contaminacién ambiental y del hombre.

Estos factores han hecho posible e surgimiento de nuevos sistemas de produccién organica han
creado la necesidad de obtener productos inofensivos para otros organismos no perjudiciales y
han obligado a legisar estrictamente sobre la presencia de residuos en los productos
agropecuarios (Manua de laboratorio para hongos Fitopatdgenos-centro internaciona de la
papa 2004 pagl0).

El termino agricultura organica se refiere a proceso que utiliza métodos que respetan € medio
ambiente desde | as etapas de produccion hastala manipulacion y procesamiento.

La produccion organica no solo se ocupa del producto sino también de todo e sistema que se

usa paraproducir y entregar €l producto al consumidor final.

De acuerdo con la Federacion Internacional De Movimientos De Agricultura Organica
(IFOAM), laagricultura organica es un enfoque integral basado en un conjunto de procesos que
resulta en un ecosistema sostenible, alimentos, seguros, buena nutricién, bienestar animal.

Todas las normas existentes que regulan la agricultura organica prohiben € uso de la mayoria
de los plaguicidas y fertilizantes sintéticos, todos los preservativos sintéticos, 10s organismos
genéticamente modificados. (Agricultura organica, ambiente y seguridad alimentaria fao 2003
editado por nadia elhage scialabba y caroline hattan pag. 11)



2.2. EL PROPOLEO.-

2.2.1. Generalidadesdel propdleo.-

El propdleo es un material resinoso que las abejas elaboran a partir de exudados y resinas de
arboles, plantas y flores, es utilizado por las abejas parala construccion y el mantenimiento de
la colmena: tapando grietas o hendiduras evitando asi |a entrada de viento frio o la perdida de
calor, ayudando a consolidar los componentes de la colmenay aislando las particul as extrafias
dentro de la colonia para evitar su descomposicion (Burdock, 1998; Paulino y col., 2003;
Bankova, 2005), creando un ambiente de asepsia a la colmena, de ali € origen de la palabra
—propolis que en griego significa defensor de la ciudad (Burdock, 1998; Bedascarrasbure y
col., 2000; Bankova, 2005).

Las abejas recolectoras (pecoreadoras) extraen € propdleo de las yemas valiéndose de sus
mandibulas y de su primer par de patas, asi como la secrecion de sus glandulas mandibulares
(&cido 10-hidroxidecenoico) lo cua permite su ablandamiento y trituracion paraser transportado
a la colmena. Al entrar a la misma, las propolizadoras toman pequefias cantidades de esa

sustancia completando el propolizado (Bedascarrasbure y col., 2000).

El propdleo es una sustancia resinosa, balsamica, de color verde pardo, castario o incluso casi

negro. Por lo que la composicion de los propdleos estara dada tanto por los exudados
recolectados, como por |as sustancias secretadas como parte del metabolismo de la abgjay de
los materiales que son agregados durante |a elaboracion del propdleo (Paulino y col., 2003)
(Bankova, 200; Uzdl y col., 2005).

Por |o tanto, lacomposi cion de | os propol eos dependera tanto de la vegetacion, clima, época del
ano, asi como de la especie de abgja que lo haya recolectado (Paulino y col., 2003; Bankova,
2005; Uzdl y cal., 2005).

Existe evidencia histérica que data del afio 300 a. C. sobre € uso de los propdleos con fines
medicinales (Russo y col., 2004; Uzel y col., 2005). Los antiguos egipcios lo utilizaban para
embalsamar a sus momias, los griegos para diviar diferentes padecimientos. Hipocrates (460 -



377 a. C.) lo administr6 para€l tratamiento de Ulceras en pid y Aristoteles (384 - 322 a. C.) para
el tratamiento de abscesos y heridas. Los Incas |o utilizaban para disminuir la fiebre (Castado
y col., 2002). En la actualidad es utilizado por agunas culturas de los estados europeos
(Balcanicos) como tratamiento para heridas, quemaduras, faringitis y Ulcera estomacal
(Bankova, 2005).

La administracion de este producto se ha mantenido durante siglos hasta llegar a nuestros
tiempos, en los que se estan realizando investigaci ones cientificas sobre €l empleo de preparados

a base de propdleos en los campos de la biologia y |a medicina humana.

La investigacion sobre la industria farmacéutica ha dado popularidad a comercio de los
propdleos en Estados Unidos, la Union Europea y en Japon ya que estan presentes en los
biocosméticosy son utilizados como medicinas alternativas, asi como complementos dietéticos,
gue megjoran lasalud y previenen enfermedades (Bankova,y col., 2000; Weinsteiny col., 2005).
Japon, es el lider de importacién de propoleos teniendo preferencia por e brasilefio (Salatino y
col., 2005). En € afio 2002, México produjo 3.3 toneladas de propdleo (Ortega-Rivas y col.,
2004).

2.2.2. Composicion propodleo.-

El Propdleo esta formado por mas de 250 sustancias diferentes, y 50 principios biol 6gicamente

activos.

En la composicion del propOleos se encuentra principalmente aceites esencides y
oligoelementos. Estos oligoel ementos participan de los procesos metabdlicos, fermentativos y

vitaminicos y ayudan en la recuperacion de estados anémicos.

El propdleo esta formado de la siguiente manera: 50% resinay bal samo30% cerab% polen10%

aceites esenciales y volatiless% materiales organicos y minerales.



Cuadrol
Composicion Del Propdleo
aceites esenciales

y volatiles
polen 5%

resina
50%

balsamo
30%

Hresina M balsamo

M cera M polen

aceites esenciales y volatiles M materiales organicos y minerales.

Pero también estd compuesto de vitaminas, aminoécidos esenciaes, resinas, badsamos y
flavonoides 50% de compuestos fendlicos, flavonoides (responsables de la actividad antiviral),
acidos arométicos, aldehidos arométicos, cumarinas, triglicéridos fendlicos.

(Apicultura: conocimiento de laabga. Mangjo de la colmena P. JEAN-PROST 2007)

2.2.2.1. Composiciéon quimica.-

La composicién de los propdl eos es bastante complejay variada ya que depende de lafloray de
las condiciones geograficas y climéticas donde se elabora € producto (Bosio y col., 2003). Las
abgjas recol ectan |as resinas en un perimetro de 1-2 Km alrededor de la colmena Castillo, 2002)
y Su composicion dependera de la vegetacion circundante y de la preferencia de la abeja por un

determinado tipo de flores, segin su color, aroma, formay floracion, (Bankova, 2005).

Por su consistencia y estructura, los propdleos pueden clasificarse en dos grupos: 1) Los de
naturaleza fluida y 2) Los ba samicos-oleo-resinosos. Los primeros presentan una fraccion
importante de agentes volatiles, mientras que en los balsamicos predomina la consistencia
densa, con bajo contenido de volatiles, susceptible de polimerizaciony con frecuenciase percibe
el aromade las plantas en forma concentrada; en general son sustancias viscosas, semisolidasy
cauchosas. Dependiendo de su origen y condiciones térmicas; se presentan como un material



duro alos 15°C y se torna mas maleable a medida que aumenta la temperatura. Su punto de
fusién variaentre 60 a 70°C, llegando en algunos casos hasta 100°C (Salamancay col., 2007).

Se han identificado mas de 300 constituyentes de | os propdl eos, dentro de los cuales unaamplia
variedad son compuestos fendlicos, principalmente de tipo flavonoide, siendo estos, a los que
se les ha atribuido parte de las propiedades biol 6gicas de los propdleos (Paulino y col., 2003).
También se han identificado otros constituyentes como &cidos organicos, ésteres, acoholes,
aldehidos y terpenos (Silici y col., 2005; Uzel y col., 2005; Sahinler y col., 2005). De manera
general, la composicion de los propdleos se basa en resinas y aceites volétiles en un 50%, cera
en un 30%, aceites aromaticos en un 10%, polen 5% y & 5% restante esta constituido por otras
sustancias y detritos organicos. También se encuentran pequefias cantidades de vitamina B,

azucares, hierro zinc, oro, platay potasio (Farré y col., 2004).
a) Flavonoides.-

Son pigmentos naturales presentes en los vegetales, que protegen a organismo del dafio
producido por agentes oxidantes como los rayos ultravioletas, la contaminacion ambiental,
sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc. El organismo humano no es apto para
producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse mediante la
alimentacidn o en forma de suplementos. De forma natural estan ampliamente distribuidos en
plantas, frutas, verduras y en diversas bebidas y representan componentes sustanciales de la
parte no energética de la dieta humana (Martinez-Florez, 2002; Aherne, y col., 2002). Estos
compuestos estdn también involucrados en mecanismos de foto sensbilizacion y de
transferencia de energia, regulando asi las reacciones de crecimiento, de control de la
respiracion, la fotosintesis, la morfogenesis, la determinacion sexual y la defensa contra
infecciones (Cushnie, 2005).

Son compuestos de bgo peso molecular, polifenolicos derivados de la benzo-[1-pirona los
cual es estan ampliamente distribuidos en €l reino vegetal (Lopez Luengo, 2002). Parten de un
esqueleto comun de difenilpiranos o fenilbenzo-pironas (C6-C3-C6), compuesto de dos anillos
benceénicos (anillos A y B) unidos mediante un anillo heterociclico de pirano o pirona (anillo C)

(L6pez y col., 2006). Los aomos de carbono en los anillosCy A se numeran del 2 al 8y los



anillos B desde el 2’ al 6°. De acuerdo a los sustituyentes presentes en estas tres estructuras
ciclicas, se subdividen en funcion de la presencia o ausencia de un doble enlace entre los
carbonos 4 y 5 del anillo C, de la presencia o ausencia de un doble enlace entre |os carbonos 2
y 3 del anillo C, y de la presencia de grupos hidroxilo en € anillo B (Narayanay col., 2001). Se
han descrito mas de 4000 distintos flavonoides (Bylka y col., 2004) que por sus diferencias
qguimicas pueden clasificarse en seis grupos. flavonoles, flavanos, flavanonas, flavonas,

flavanonoles y antocianidinas. (Havsteen, 2002).

2.2.3. Actividad biolégica delos propdleos.-

Debido alagran cantidad de flavonoides contenidos en |os propdl eos, se les atribuyen un amplio
espectro de actividades biologicas. Antifungica (Candida abicans), antiviral (Virus de avian
influenza), y antibacteriana (Staphilococcus aureusy Escherichia coli), antiinflamatoria,
antioxidante, anticancerigena (Paulino y col., 2003; Uzel y col., 2005; Hernandez y col., 2007)
y antiparasitaria (Barbosa da Silva-Cunha y col., 2004). Este conocimiento ha servido como
piedra angular para €l desarrollo de investigaciones a nivel mundial que buscan conocer mas

acerca de sus propiedades curativas.

2.2.3.1. Ensayos.-

Ensayos realizados en Bulgaria han reportado los efectos de los extractos etandlicos de esa
region como analgésicos, antiinflamatorios (Paulino y col., 2003) y antiparasitarios (Machado
y col., 2007).

Los propoleos alemanes fueron probados en quemaduras, heridas y problemas de artritis
(Hellner y col., 2008). En Turquia fueron evaluadas la actividad antimicrobiana (K.pneumonia,

M .morganii) y antifungica (C. albicans) (Katircioglu y col., 2006).

En Egipto, los propdleos regionales han sido provados como antivirales, antimicrobianos y
antioxidantes (Faten, y col., 200; Hegazi y col., 2002). Los extractos taiwaneses mostraron
actividad como citotoxicos (Chen 'y col., 2003). Esta misma actividad se ha estudiado en Cuba,

utilizando células Hel a de carcinoma humano de cérvix (Cuesta-Rubio y col., 2001).
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En las regiones templadas de Chile central, se investigd la actividad antioxidante y
antiproliferativa en donde la muestra de propdleo demostrd la capacidad de eliminar radicales

libres e inhibir el crecimiento de células tumorales (Russo y col., 2004).

En Argentina es utilizado para prevenir problemas bucales y gastrointestinales al mezclarlo con
un poco de miel y leche y también como antimicrobiano principalmente contra S. aureus 'y E.

faecalis (Moreno y col., 1999).

En Brasil se ha estudiado su actividad citotoxica (Banskota y col., 1998), antibacterial (Santos
y col., 2002) y antioxidante (Teixeira y col., 2008). Brasil se destaca por tener una amplia
biodiversidad en su territorio lo cua permite tener una variedad de propoleos. Los extractos
brasilefios son clasificados como verdes y rojos siendo los verdes, 10s que cuentan con mayor
preferencia en el mercado debido a su alta actividad biologica. Los extractos brasilefios verdes
son recol ectados de | as especies Baccharis dracunculifolia, Araucaria angustifoliay eucal yptus
citriodora (Saatino y col., 2005)

En el estado de Campeche, en México, se haevaluado |la actividad microbicidade |os propdleos
regionales contra S. aureus, S. pyogenes, P. aeruginosay S. typhi (Tolosay col., 2002). En €
estado de Campeche, en México, se ha evaluado la actividad microbicida de los propodleos

regionales contra S. aureus, S. pyogenes, P. aeruginosay S. typhi (Tolosay col., 2002).

En Sonora se ha evaluado su actividad como agente antiproliferativo en e modelo murino,
anticancerigeno en lineas celulares humanas, su capacidad parainducir apoptosis (Hernandez y
col., 2007), su actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus, y también se determind
gue los extractos de esta region poseen una fuerte actividad antioxidante (Velazquez y col.,
2007).

El esqguema realizado por Bankova en € 2005 donde se hace referencia a los principales
compuestos de propdleos y sus actividades bioldgicas, ha sido modificado con €l fin de afadir

los resultados obtenidos de estudios realizados en Sonora y hacer una comparacion de las
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actividades bioldgicas que tienen los propdleos sonorenses a las del mundo, con € fin de abrir
nuevos campos de investigacion.

2.2.4. Actividad antiparasitaria de los extractos de propoleos.-

En Egipto, un grupo deinvestigadores utilizo extracto de propdl eos contra Schi stosoma mansoni
en estudios in vivo con ratones albinos; se administraron dosis de 250 mg/kg/dia las cuales
redujeron en un 58.5% la proliferacion de los parésitos (Ragaa, 2007).

En Adana, Turquia, se investigaron los efectos de un extracto etandlico sobre el crecimiento in
vitro de Leishmania tropica, se determind que las concentraciones estadisticamente
significativas eran de 250, 500, y 750 pg/ml. Después de comparar con € grupo control (p
<0.05), los resultados demostraron que el extracto etandlico de Adana reduce la proliferacion

de formasignificativade L. tropica (Duran G. y col. 2008).

La Leishmania, causa manifestaciones clinicas como ulceras en lapiel, inflamacion a higado y
bazo, desnutricion, anemia e incluso la muerte, afecta a cas 12 millones de personas en 88
paises del mundo tanto en regiones tropicales como subtropicales. No hay vacunas y los
tratamientos son largos y muy costosos por 1o que los propdleos representan una buena
alternativa a considerar (Machado y col., 2007). Los propdleos de Brasil y Bulgaria fueron
evaluados contra este mismo parasito (L major, L amazonas, L braziliensis, L chagasi). El
ensayo se realizd de manerain vitro en placas de 96 pozos, con una incubacion de 26 °C y un
tiempo de monitoreo a las 24 horas en concentraciones de 0.5 a 500 pg/mL.

L os resultados de este estudio demostraron que |os extractos de Bulgaria tienen un potencial de
inhibicién mayor que los de Brasil, esto, atribuido alamayor cantidad de flavonoides contenida
en los extractos de Bulgaria (Kumasaway col., 2003; Machado y col., 2007).

El propdleos tiene materias colorantes, los flavonoides como la galangina, que son las méas
activas en lafuncion antiséptica, contiene resinas y balsamos (un 50%), cerade abeja (un 30%),
aceites esenciales (un 10%), polen y diversos materiales minerales: aluminio, plata, bario, boro,
cromo, cobalto, estafio, hierro y muchos otros.

(Propdleo: e oro parpurade las abegjas.Moisés Asis — 2005)
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2.3. HONGOSFITOPATOGENOS.--

2.3.1 Generalidadesdeloshongos.-

L os hongos son organismos eucariontes uni o pluricel ulares que se desarrollan en sitios himedos
y con poca luz. Las células de los segundos se agrupan en filamentos llamados fias que en

conjunto recibe el nombre de micelio.

Antiguamente, los hongos se incluian en el reino Plantae, pero por carecer de clorofilay tener
una composicién quimica diferente en la pared celular, se clasificaron en reinos diferentes. La
nutricion de los hongos es heterétrofa, es decir, que no pueden producir sus propios alimentos

como lo hacen |as plantas.

Descomponen la materia organica por medio de enzimas, absorbiendo las sustancias nutritivas.
(Fitopatologiageneral Enfermedades causadas por hongos. M Sc. Martin Urbina Chavarriaagosto
del 2011).

2.3.2 Lamorfologia deloshongos.-

Los hongos constan de una masa de filamentos muy ramificados y enmarafiados a los que se

denomina hifas.

Esos filamentos estdn incompletamente divididos en células por unas paredes (tabiques)
dispuestas en angulo recto respecto a ge longitudinal de aquellos y esparcidas por toda la
marafia hifas.

Los tabiques de casi todos |os hongos son porosos y permiten € flujo citoplas- mico de una
cdlula a otra. En otros grupos, los nlcleos estan dispersos en une masa citoplasmica
ininterrumpida; es decir, se trata de estructuras cenociticas. La ma- sa filamentosa entera se

denomine micdlio.
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Figural
Morfologia de los hongos Fitopatdgenos

(George N Agrios)

Es frecuente que en el micelio de los hongos parasiticos en rapido cre- cimiento aparezcan hifas
especiaizadas denominadas haustoriales.

En el caso de los hongos que paréasita a las plantas, esas cortas prolongaciones penetran en las

células y absorben en poco tiempo |las sustancias nutritivas ahi presentes.

La mayoria de hongos tienen un soma vegetativo similar a de las plantas que consta de
filamentos microscopicos continuos mas o menos alargados y ramificados que tienen paredes
celularesdefinidas. Al somadel hongo seledenominamicelio, y alasbifurcacionesindividuales
o filamentos del micelio se les denomina hifas, cada hifa o micelio puede tener un grosor

uniforme o pueden terminar en porciones mas del gadas 0 mas anchas.
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L as hifas de algunos hongos tienen un diametro de tan solo 0,5um, mientras que otras tienen un
espesor de més de 100 um,en algunos hongos € micelio tiene una longitud de tan solo unos
cuantos micrometros, pero en otros produce filamentos de varios metros de longitud.

En agunos hongos, € micelio esta constituido por células que contienen uno o dos nucleos por
célula, en otros el micelio en cenocitico es decir contiene muchos nlcleos y esta integrado por
una célula multinucleada continua y tubular que puede o no ramificarse o bien puede estar
dividido por varias paredes transversal es (septos) de ahi que cada segmento represente una hifa

multinucleada. El crecimiento del micelio se produce en las puntas de las hifas.

Algunos de los hongos inferiores carecen de un micelio verdadero y producen un plasmodio
multinucleado, amiboideo y desnudo o unos sistemas de filamentos de diametros mas u menos
distintos y que varia constantemente, denominado rizo micelio.

(Hongos microscopicos saprobios y parasitos Teresa Mier, Conchita Toriello, Miguel Ulloa -
2002pégina 23)

2.3.3. Reproduccion.-

Los hongos se reproducen principalmente por esporas, las esporas son estructuras o
especializados parala propagacion del hongo, constan de una o varias células, estas estructuras
pueden formarse asexualmente (mediante la produccién, por € micelio del hongo, de células
individuales especializadas las esporas sin intervencion de cariogamia 0 meiosis) o ser e

resultado de un proceso sexual.

En algunos hongos las células intercalares o terminales de una hifa se alargan estéan rodeados
por una pared densa y se reparan para formar clamidosporas. En otros grupos de hongos las
esporas asexuales (conidios) seforman en el interior de estructuras de pared gruesadenominadas
picnidios
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Figura 2
Ciclo nuclear genérico deloshongosy principales grupos de hongos Fito patégenos
(Agrios, 2005).
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En los hongos inferiores las esporas sexuales se forman en € interior de un saco denominado
esporangio y se diseminan en e momento en que se rompe esta estructura o a través de una
abertura que posee. Otros hongos producen esporas asexuales denominadas conidios que se
desprenden de las células terminales o laterdes de hifas especializadas denominadas

conidiéforos.

La reproduccion en los hongos puede ser asexua o sexual y, en ambos casos, |as esporas son
las estructuras, responsables de dispersar la progenie para colonizar nuevas localizaciones.
Algunas esporas estan disefiadas para resistir condiciones adversas de crecimiento o para

proporcionar un periodo de latencia.

El micelio de los mohos puede también estar fragmentado, y los fragmentos resultantes puede
cada uno seguidamente desarrollarse en un talo individual por e proceso de reproduccion



16

vegetativa. El término reproduccién vegetativa es usado parareferirse alareproduccion asexual
donde las estructuras reproductoras especial es no son esporas. El estado vegetativo o asexual de

un hongo es conocido como anamorfo y € estado sexual como € teleomorfo (estado perfecto).

2.3.3.1. Reproduccién asexual en hongos.-

La forma simple de la reproduccién asexual es la produccion de esporas vegetativas. Son dos
estructuras principales, asociadas con la reproduccion vegetativa. Son los artroconidios, y 10s

clamidoconidios. Los artroconidios son producidos por las hifas que se separan y fragmentan.

Estos pueden también ser denominados talosporas. Los clamidoconidios son usuamente
mayores que los artroconidios, son redondeados y estan inflados con alimentos de reserva. La
formacion de estas estructuras es usuamente como respuesta a estrés medioambiental. Bajo
condiciones favorables, ambos, artroconidios y clamidoconidios germinan para producir un

nuevo micdlio.

Las verdaderas esporas asexuales de los hongos difieren de |as esporas vegetativas en que son
formadas en estructuras especializadas llamadas esporéforos. Los cuales son también
producidos generalmente en gran nuimero. Se producen porque las células se dividen

mitoticamente, y la composicion genética de las esporas esidénticaalade la célula parental.

Estas esporas son variables en tamario, forma complegidad y color. Esto proporciona medios
excelentes para la identificacion de los hongos. Y también en parte forma la base de la
clasificacion micol 6gica. Algunos hongos producen solo un tipo de esporas asexuales, mientras

otros pueden producir diferentes tipos de esporas.

La mayoria de las esporas son diseminadas por el viento, agua o los insectos. Las esporas
asexuales proporcionan un medio de reproduccion paralos hongos y, a causa del gran nUmero

de esporas que son producidas, |a diseminacién extensa de las especies es posible.
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Algunas esporas asexuales tienen vida corta, y son sensibles al estrés externo como laradiacion
ultravioleta y la desecacidon. Sin embargo, este no es € caso siempre. Muchas esporas,
particularmente aquellas que tienen pigmentacion oscura o agquellas con pared gruesa, tienen
resistencia a las presiones medioambientales. Las esporas resistentes pueden ser usadas como

un estado de latenciaen el ciclo de vidadel hongo.

L as esporas asexual es pueden ser producidas bien exdgenamente en los extremos o lados de las

hifas, 0 endégenamente en estructuras especializadas semejantes a sacos |lamadas esporangios.

Los hongos inferiores producen esporas en esporangios que estan formados tipicamente en los
extremos de hifas ordinarias 0 en hifas especializadas denominadas esporangiéforos, aunque

pueden ser formados alo largo de la estructura hifal.

Muchos hongos terrestres producen esporas no moviles [lamadas aplanosporas, pero los
acuaticos y algunos hongos habitantes del suelo que viven en suel os hiimedos producen esporas
moviles, llamadas zoosporas, dentro de esporangios. Lamovilidad de las zoosporas es conferida
por la posesion de flagel os. En los hongos que producen zoosporas, € esporangio es nombrado

como el zoosporangio.

L as esporas producidas exdgenamente estan formadas muchas veces en hifas especiaizadas, y
son denominadas conidiosporas o simplemente conidias. Las conidias varian en forma, color y
complgjidad y pueden ser grandes o pequefios. Estas estan unidas en estructuras |lamadas
conidioforos.

L os conidiéforos algunas veces, pero no siempre, difieren de las hifas vegetativas, y pueden ser
caracteristicos de un género o especie de hongo particular. Reproduccion asexual en hongos
deuteromycetes (Fitopatologia General — Guias de Apoyo Capitulo3 Christian A. ReyesR.)
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Figura3
Morfologia estructural de hongos deuteromycetes
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2.3.3.2.Reproduccién sexual en los hongos.-

Los hongos son clasificados de acuerdo a su método de reproduccién sexual, pero hay un grupo
de hongos en € que la reproduccién sexual no ha sido observada y existen solo en e estado
anamorfico. Estos hongos son agrupados juntos en un grupo conocido |os Hongos Imperfectos

o Deuteromycetes.

Enalgunos casos, |os Hongos Imperfectos pueden ser incapaces de reproducirse sexua mente,
pero en otras instancias puede simplemente no haber sido observada. Algunos miembros de los
Deuteromicetes son claramente referidos a especies cuyo patréon de reproduccion sexual hasido
esclarecido. Tales similitudes son generalmente demostradas por similitud con las estructuras

de reproduccion asexua de los hongos.

La reproduccion sexual en hongos es muchas veces en respuesta al estrés ambiental como
cambios de temperatura, pH adverso o carenciade nutrientes. En el laboratorio, las condiciones

pueden ser manipuladas para disparar la reproduccién sexual por cultivos de crecimientos en
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medios gue son deliberadamente bajos en nutrientes. El resultado de la reproduccion sexual en
hongos es la produccién de esporas sexuaes que son muchas veces estructuras resistentes,

capaces de entrar en unafase de latencia.

Como en toda reproduccion sexual, en los hongos basicamente implicalafusién de dos nlcleos
compatibles. Con la excepcion de algunas especies de levaduras, |os hongos estén en un estado
haploide. Esto consiste en que tienen un solo conjunto de cromosomas desapareados. La
reproduccion sexual de los hongos se produce un estado diploide, en €l que los cromosomas
estan pareados, y la fusién celular es seguida por una meiosis del nicleo del zigoto
(inmediatamente a menudo) asi que la progenie puede regresar otravez mas al estado haploide.

Tipicamente ellos tienen tres fases en la reproduccion sexua de los hongos, nombrada
plasmogamia, cariogamiay meiosis. La plasmogamia supone lafusion de dos protoplastos. Esto
conduce a unir dos nucleos compatibles en células idénticas. El par de nicleos es [lamado

dicarion y lacélula que los contiene se designa por dicariotica.

En los hongos inferiores, la plasmogamia es casi inmediatamente seguida por la cariogamia, 0
la fusién de los dos nucleos, pero en los hongos superiores estos dos procesos pueden ser
separados en e tiempo. Ademas, en los hongos superiores, las células dicaridticas pueden
multiplicarse, con unadivision simultanea de | os dos nucleos en cada célula. Este proceso puede

producir numerosas células dicaridticas. Esto eslo que se refiere alafase dicaridtica.

Cuando lafusién nuclear o |a cariogamia sucede eventualmente, esta es seguida por lameiosis,
volviendo las células fungales al estado haploide unavez mas.

L os 6rganos sexuales de |os hongos se denominan gametangios, estos son diferenciados desde
las hifas vegetativas. En algunos hongos son indistinguibles unos de los otros, ademas otros
gametangios machos y hembras son claramente diferentes. (Fitopatologia General — Guias de

Apoyo Capitulo3 Christian A. ReyesR.)
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Reproduccién sexual en los Ficomicetos.-
En todos los Ficomicetos, € resultado de la reproduccion sexual es producir esporas que
germinan bajo condiciones favorables para producir e estado reproductivo asexua
directamente, o poco después de la germinacion. Los Ficomicetos acuéticos generalmente
forman gametos moviles llamados zoosporas. Se fusionan para formar un zigoto mévil que
solamente le queda entrar en una Ultima fase. (Fitopatologia General — Guias de Apoyo
Capitulo3 Christian A. ReyesR.)

Figura4
Morfologia de los hongos inferiores (ficomycetes)
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2.4. GENERALIDADESDE LOSHONGOSEN ESTUDIO.-
2.4.1. ALTERNARIA SP.-

Cuadro 2
Clasificacion cientificadela Alternaria sp

Nombre Cientifico: | Alternaria sp

Deuteromycetes,
Monilialaes

Familia: Dematiaceae.

Fuente: (http://web.entomol ogy.cornell.edu/shelton/veg-insects-global /spanish/eblight.html)

Hongo filamentoso con conidioforos simples, tabicados, en cuyo extremo se forman unos
conidios muriformes, de color pardo, con septos transversales y verticales de disposicion
irregular

Figura5
Vista De Microscopio De La Alternaria 10x

Fuﬂnte"pmﬁia
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2.4.1.1. Descripcion.-

Hifas septadas dematiaceas. Conidioforos septados, cafés, con una apariencia en zigzag, debido
ala__presenciade cicatrices planas en € sitio donde se produjo la conidia (célula conidiogéna
pordgena). Conidias cafés, de  7-10 x 23-34 um, con septos transversales y longitudinales,
organizadas solitarias 0 catenuladas acropétalas, lisas o rugosas.

Laparte de la con colonias de crecimiento répido (tres o cuatro dias), vellosas, a principio de
color gris, después e centro se oscurece (tonos negros mas o0 menos intensos) pero los bordes

siguen siendo grisaceos. Reverso de color negro.

Alternaria en cultivo presenta unas colonias de colores obscuros, grises, olivaceos, marrones o
negros. Sus conidi6foros son macronematosos, mononematosos, simples o ramificados, de color

marrén claro a obscuro.

Lacélulaconididgenaesintegrada, terminal o intercalar, generalmente simpodial. Los conidios,
muy caracteristicos por su tabicacion longitudina, transversal u oblicua, son del tipo
dictiospéreo y presentan formaovoide u obclavada, con superficie lisao rugosay de coloracion

marron claro a obscuro.

Sus esporas estén en suspension en € aire, sobre el suelo, sobre los objetos y en €l agua, tanto
fuera, como dentro de casa. Las esporas se pueden distribuir de unaen una, o en largas cadenas,
y pueden crecer en colonias visibles, de color negro o gris (Manua de enfermedades de las
plantas - Pagina593 1. M. Smith — 1992)

2.4.1.2. Sintomas.-

L esiones necroticas color cafés redondas, circulos concéntricos en hojas méas bajasy masvigjas.
En tubércul os pequefias | esiones hundidas con reborde levantado 1-2cm de didmetro putrefactas
secas cafés.
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Figura6
Sintomas De Alternaria

Fuente: (http://www.galeon.com/mundoagricola/index htm)

2.4.1.3. Etiologia.- aternaria sp (deuteromicetes)(Enfermedades en Bolivia Juan Antonio
calder6n 1984)

2.4.1.4. Ciclo dela Enfermedad.-

El hongo puede sobrevivir en el suelo, en residuos de cultivos infestados y malezas. El hongo
puede sobrevivir en semillas y este es dispersado con la ayuda del viento, agua, insectos,
trabajadores y maquinaria agricola. Las esporas que aterrizan en las plantas de tomate germinan
einfectan las hojas cuando éstas estan himedas. Las esporas pueden penetrar las hojas, tallos o
frutos. El hongo es més activo cuando ocurren temperaturas moderadas o calientesy el ambiente
esta humedo. Esta enfermedad es mayor problema en la época lluviosa. El tizon temprano es
mas severo cuando las plantas estan estresadas por mucho fructificacion, atague de nematodos,
o deficiencias de nitrogeno.

Hospeder os.- Tomate, papa, berenjena, chile verde, chile picante y otras plantas de la familia
solanécea
(CIIFAD, LaUniversidad de Cornell 1996)
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24.2. FUSARIUM SP.

Cuadro 3
Clasificacion cientifica del Fusarium sp

Nombr e Cientifico:

Hypocreales

m e

Fusarium

(LINK EX GREY, 1821)

2.4.2.1.Caracteristicas dela enfermedad.-

Esta enfermedad se encuentra distribuida en todo € mundo causando grandes pérdidas en €l
cultivo de tomate. El hongo sobrevive en restos de cultivo de una temporada a otra y posee
estructuras de resistencia que le permiten perdurar en el suelo por espacio de 6 afnos.

Es favorecido por temperaturas célidas (20°C) asociada a alta humedad relativa. EI hongo
penetraen laplantaanivel del suelo yaseapor € tallo o raices superficiales, luego por los haces
vasculares es trasladado atoda la planta.

2.4.2.2.0rganismo causal .-

El organismo causal es el hongo perteneciente a la clase deuteromycete denominado Fusarium

oxysporum f.sp lycopersici. Este presenta numerosas estructuras |lamadas esporodoquios donde
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se agrupan las esporas. Existen dos tipos de conidios, los macroconidios que son hialinos,
tabicados, generalmente con tres tabiques y microconidios més pequefios hialinos, unicelulares.

Fusarium es un extenso género de hongos filamentosos ampliamente distribuido en el suelo y
en asociacion con plantas. La mayoria de las especies son saprofitas y son unos miembros
relativamente abundantes de la microbiota del suelo.Posee células de paredes engrosadas que
actiian como estructuras de resistencias denominadas clamidiosporas pueden ser terminales o

intercalares.

Las esporas del hongo son facilmente reconocibles a microscopio por su forma de media luna
o de canoa. Algunas especies producen micotoxinas en los cereales y que pueden afectar a la
salud de personas y animales si estas entran en la cadena alimentaria. Las principales toxinas
producidas por estas especies de Fusarium son fumonisinas y tricotecenos.

Son patogenos facultativos, capaces de sobrevivir en e agua y suelo alimentandose de
materiales en descomposicion. Son importantes agentes de contaminacion en los laboratorios
de microbiologia. Algunas especies son Fitopatdgenos causando la enfermedad conocida como
fusarium.(Manual de enfermedades de las plantas - Pagina 604 |. M. Smith — 1992)

Figura7: Macro y micro conidias de
Fusarium oxysporum

2.4.2.3.Sintomas.-

Lo primero gue se observa a campo es un amarillamiento en las hojas basal es posteriormente se
marchitan se secan pero permanecen adheridas a la planta. Esta sintomatol ogia va progresando
hacia |a parte superior de la planta a veces solo toma un sector de la misma. Al comienzo las
plantas muestran marchites en las horas més calurosas del diarecuperandose a final del mismo
pero finamente se marchitan y mueren. Las raices principales y la base del tallo presentan

necrosis vascular. Cuando se corta el tallo se observa € sistema vascular de color marron.
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Oscurecimiento (marrén) de los vasos (xilema), observable mediante corte transversal y/o
longitudinal del tallo a unos 30 cms sobre €l nivel del suelo.
Curvamiento hacia arriba de los foliolos y posible necrosis margina e internervial

posteriormente.

Marchitez unilateral de hojas, inicidlmente. Al principio de las plantas se marchitan durante el
diay se recuperan por lanoche. En los estados avanzados la marchitez esirreversible.
Amarilleamiento de |as hojas basales, inicia mente.

Los sintomas aparecen primero en las hojas basales y luego progresan en sentido ascendente.
Muerte prematura de la planta puede ocurrir si persisten las condiciones favorables al patdégeno.

(http://www.gal eon.com/mundoagricol a/index.htm)

2.4.2.4. Dafnos.-

El hongo invade el sistemavascular delasraicesy se distribuye por laplanta gracias alos vasos
conductores, obstruyéndol os e impidiendo ascender la savia proveniente de lasraices. Las hojas
se vuelven flacidas y se necrosan. Aparece un amarillamiento en un sector lateral de las hojas,

y alo largo del tallo una necrosis, acompariada de unas secreciones gomosas.

También hay una reduccién del desarrollo de la planta en comparacion alas plantas sanas.Las
raices se ven afectadas completamente, desarrolldndose una podredumbre en € cortex y en €l
xilema, seca 'y de color castafio, que puede llegar a desarrollar chancros. En los ataques en
cereales, cuando la infeccion se produce muy temprano, mata la flor y no desarrolla el grano,
mientras que si lainfeccion es més tardia, afecta sdlo algunos granos, aunque se debe tener en

cuentala formacion de toxinas.

2.4.25.Ciclodelaenfermedad.-

Fusarium oxysporum f.sp lycopersic. Es un patdgeno de tomate, Sobrevive en restos vegetales
0 como clamidiosporas en € suelo que perduran por varios afos. Latrasmision adistanciase da
mayoritariamente por semilla, plantines infectados y maguinaria. Localmente se propaga por

aguade riego o aire asi como trasplante con material afectado
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2.4.2.6.Condiciones favor ables.-

Es un hongo de temperatura célidas €l desarrollo dptimo se presentaa 20 °C el rango vade 12 a
28°C. Esta temperatura acompariada de alta humedad relativa, dias cortos de bagja intensidad
luminica favorecen e desarrollo de la enfermedad. Otros factores son los suelos &cidos,
arenosos, con bajo pH, pobres en nitrégeno y alto suministro de potasio. (Fernandez Vaiela1979.

introduccion alafitopatologia. inta. b. aires. argentina. 435-440).

24.3. BOTRITISSP.

Cuadro4
Clasificacion cientifica del Botrytissp

Nombr e Cientifico: Botrytis sp

Pezizomycotina

Helotiales

Sclerotinicaeae
Botryotinia

B. fuckeliana

(DE BARY WHETZEL 1945)

Las enfermedades causadas por Botrytis quiza sean las mas comunes y mas ampliamente
distribuidas de hortalizas, plantas ornamentales, frutales, etc. Son las enfermedades mas
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comunes de las plantas cultivadas en los invernaderos. Estas enfermedades aparecen
principalmente en forma de tizones de inflorescencias y pudriciones del fruto, pero también
como chanchos o pudriciones del tallo, ahogamiento de las plantulas, manchas foliares y como
pudriciones del tubérculo, como un bulbo y raices. Bajo condiciones himedas €l hongo produce

una capa fructifera conspicua de moho gris sobre los tejidos af ectados.

Infecta méas de 200 especies vegetal es distintas, determinando serias pérdidas economicas antes
y después de larecol eccion. El patdgeno puede atacar a cultivo en cualquier estado de desarrollo
del mismo y puede infectar cualquier parte de la planta. Debido ala considerable incidencia del
patdgeno y a las repercusiones econdémicas gue tienen en cultivos de importancia tales como

vid, tomate, frutilla, ornamental es.

En €l ciclo deinfeccidn las esporas de B. cinérea pueden ser producidas sobre cua quier material
vegetal y transportado grandes distancias por corrientes de aire. Es un hongo cosmopolita,
ubicuo y sumamente polifago, que sobrevive como saprofito en restos vegetales asi como, en
forma pasiva, como esclerocios.Sobre € tejido infectado e patdgeno produce una nueva

generacion de esporas que pueden iniciar un nuevo ciclo de infeccion.

Algunas de | as enfermedades mas importantes ocasionadas por Botrytis incluyen a moho gris
de la fresa, la pudricion por e moho gris de las hortalizas tales como la alcachofa, frijol,
remolacha, col, zanahoria, pepino y berenjena, la pudricion del extremo de la punta de los
platanos, lechuga, pimiento, calabaza, tomate, etc., lapudricion del cuello y tizéon de la cebolla,
la pudricién del extremo del cdliz de las manzanas, €l tizon de las ramitas e inflorescencias de
arandanos, € tizon o moho gris de plantas ornamentales como la violeta africana, begonia,

ciclamino, crisantemo, dalia, geranio, jacinto, lirio, rosal, tulipan, etc.

Botrytis también ocasiona las pudriciones blandas secundarias de frutos y hortalizas cuando se

almacenan, transportan y venden en el mercado.
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2.4.3.1. Morfologia.-

Figura8
Vista Desde El Microscopio 10x Botrytis

Fuente propia

El patdgeno Botrytis sp. Produce gran cantidad de micelio gris 'y varios conidiéforos largos y
ramificados, cuyas células apicales redondeadas producen racimos de conidios ovoides,

unicelulares, incoloros o de color gris.

Los conidiéforos y los racimos de conidios se asemejan a un racimo de uvas. El hongo libera
f&cilmente sus conidios cuando e climaes hiumedo y luego éstos son diseminados por el viento.
Botrytis inverna en e suelo en forma de esclerocios o de micelio, el cua se desarrolla sobre

restos de plantas en proceso de descomposicion.

2.4.3.2. Ciclodevidade hongo:
Al parecer, este hongo no infecta a las semillas, pero puede propagarse con las semillas
contaminadas mediante esclerocios del tamafio de esas semillas o0 sobre restos de plantas a los
gue hainfectado. Las etapas de invernacion también se propagan mediante cualquier cosa que
mueva el suelo o 10s restos vegetal es que pudieran portar esclerocios o micelio del hongo. Este
altimo requiere un clima himedo y moderadamente frio (18 a 23° C) para que se desarrolle

adecuadamente, esporule, libere y germinen sus esporas y para que produzca lainfeccion.
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El patdbgeno muestra actividad a bajas temperaturas y produce pérdidas considerables en
cosechas que se han mantenido almacenadas durante largos periodos, aun cuando las
temperaturas estén entre 0 y 10° C. Las esporas que han germinado rara vez penetran
directamente en los tgjidos que muestran un crecimiento activo, pero lo hacen en tgjidos de la
planta a través de heridas o después de que se han desarrollado durante un cierto tiempo y han
formado micelio sobre los pétalos de flores senescentes, follaje moribundo de las plantas,

escamas de bulbos muertos, etc.

2.4.3.3. Sintomas.-
Un sintoma particularmente sorprendente en los frutos es el denominado “mancha fantasma”.
En redidad, se trata de ataques de Botrytis abortados. Alrededor de un punto centra muy
pequefio y necrotico se observa un tenue anillo de 5 a 10 mm de didmetro, blanquecino sobre el
fruto verde y amarillo en € fruto maduro. La calidad gustativa del fruto no sufre, pero s la
presentacion. (AGRIOS, G.N. 1996. Fitopatologia. Ed. Limusa, S.A. México. 838 pp.)

En € cultivo de Tomate, los sintomas pueden aparecer en cualquier parte de la planta'y en
cualquier estadio de desarrollo, pero los dafios mas importantes se presentan en plantas adultas.
Hay que destacar, sin embargo, que e hongo puede atacar a plantines y causar su muerte luego
del transplante, especialmente si se entierran muy profundos en condiciones predisponentes para
la enfermedad. En este caso, la infeccion proviene de los cotiledones secos y de alli desciende
hacia el cuello de la planta rodeandolo de una necrosis parda que por ultimo la estrangula y

causa su muerte.

M as frecuentes son |os sintomas de necrosis en flores, tall os, hojas y peciol os de plantas adultas
eninvernaculo. Lainvasion en las hojas se produce en |os puntos donde se depositan | os pétal os
infectados desprendidos de las flores; también pueden ayudar ala penetracion del hongo restos
de estambres y polen que actlian como fuente exdgena de energia. Por supuesto |as heridas,
especialmente de podas mal hechas, actan como puerta de infeccidn. Las lesiones se van
expandiendo progresivamente a partir del punto de entrada dando necrosis parda con anillos

concéntricos, invadiendo a toda la hoja, peciolo y tallo. En éste las lesiones pueden alcanzar
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hasta 10 cm. De largo, rodedandolo y produciendo el marchitamiento de la planta por arriba de
este punto.

Lapudricion del fruto comienzapor el caliz o pistilo, muchas veces apartir de restos de pétalos
gue quedan adheridos a él, también heridas por insectos. Se produce una pudricién blanda, de
rapido avance, color verde griséceo, € hongo fructifica con alta humedad formando un micelio

gris pardo.

Un sintoma caracteristico pero poco frecuente, en los cultivos de tomate a campo, es la mancha
fantasma la que aparece sobre frutos en condiciones de alta humedad y frio seguida por tiempo
seco, € micelio que infecta no logra dar pudricion formando anillos blancos concéntricos de
aproximadamente 8 mm. De didmetro, afectando solamente la calidad comercial del fruto. (Dal
Bello, G.; Médnaco, C.; Ronco, L.; Larran, S.2005. XIII Congreso Latinoamericano de
Fitopatologia. 111. Pagina/s: 639. Hospedero: Tomate — Referencia: 104.)

2.4.4. OIDIUM SP.

2.4.4.1. Caracteristicas.-
El Oidio es un hongo externo, se desarrolla sobre la superficie, no penetra en las hojas, y por 1o

tanto, se puede atacar con fungicidas de forma curativa, una vez que hainfectado. Los demés
hongos penetran en lahojay los fungicidas solo sirven para prevenir, paraevitar que realicen la

infeccion.

Su principal sintoma es el hecho de que las hojas se cubren, principalmente en la parte axial,
con una capa algodonosa de micelio gris blancuzco a blanco en forma de estrella. En un atague

fuerte las hojas se ponen amarillas y posteriormente se secan

La mayoria de las veces su aparicion esta causada por abonos excesivamente cargados de
nitrogeno, condiciones de poca luz, exceso de humedad, abuso de tratamientos quimicos, o una

mezcla de éstas causas. La pobreza genética también es una causa atener en cuento.
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Figura9
Vista Desde El Microscopio 106x Oidium

Fuente propia
2.4.4.2. Ciclo vegetativo del oidio.-

Las ascosporas € micelio se desarrolla sobre las plantas jovenes y los conidioforos emiten
conidias por infecciones en las hojas por conidias transportadas en el aire

Las cleistotecas se desarrollan en las hojas para €l invierno pasan como el micelio y cleistotecas
entre los restos de los cultivos y |as siembras de otofio

Para primavera las conidias y ascosporas comienzan las infecciones y el desarrollo de las

mismas

2.4.4.3. Sintomasy dafnos.-

El Oidio es un hongo que se diagnostica bien. Se manifiesta como polvo blanco o cenizo muy
tipico, en hojas, brotes y también en frutos. Las hojas y tallos atacados se vuelven de color

amarillento y terminan por secarse. En laflor es menos frecuente.
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Figura 10
Signos del oidium

Fuente propia

Es una enfermedad muy comun y que causa graves dafios. En Rosal, por gemplo,
aparece afio tras afo.

Son més sensibles al oidio e Rosal, Geranios, Dalias, etc...

Las esporas del hongo son transportadas por €l viento y caen sobre las hojas, germinando
ahi introduciendo unas raicillas para absorber |as sustancias nutritivas.

Algunas plantas son mas sensibles al Oidio, pero en general, casi todas pueden sufrir su
ataque si se dan las condiciones favorables.

Son muy sensibles e Rosal, Laurel real, Evénimo, Roble, Pidtano de sombra, Arbol de
Jupiter, Geranio, Dalia, Flox, Begonia, Hibisco, etc., por poner algunos gemplos. El
Melocotonero es el méasvulnerable. En Albaricoquero, Cerezo y Ciruelo es menos grave.
También los frutos se cubren de manchas blancas y redondeadas. M el ocotones,

Cerezasy Ciruelas asi, dejan de ser comestibles.

(Manual de enfermedades de |as plantas - Pagina 613 I. M. Smith — 1992)
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2.4.4.4. Condiciones favorables.-

» Lefavorece las primaveras muy humedas (en torno al 70-80%) y temperatura suave.

» Desaparece en pleno verano, siempre que & termometro pase de 35°C, pararesurgir en
otofo.

* Noquieren agualiquidaparasu desarrollo, pero si humedad. Se diseminan por €l viento.

»  Puede llegar a ser muy grave dependiendo de la zona. En fincas cercanas a un rio la
humedad es més altay son mas graves | os ataques.

» Afectamésalasplantas masdébilesy alas que estén ala sombra, de hecho, la ubicacion
de las plantas a sol puede ser suficiente para que desaparezca. Por gemplo, los
Evénimos a la sombra son muy atacados, pero puestos a sol, 1o son mucho menos

(http://www.botani cal -online.com/oidio.htm)

2.5. IDENTIFICACION HONGOSFITOPATOGENOS.-

Debido a que cada una de las enfermedades fungosas de las plantas casi siempre se debe a un
solo tipo de hongos y a que hay méas de 100000 especies diferentes de hongos, laidentificacion
de la especie que se encuentra en una planta enferma o en un medio de cultivo, implica que

deben excluirse todas, excepto una de las especies de hongos conocidas

L as caracteristicas méas importantes de los hongos que se utilizan para su identificacion son sus
esporas y cuerpos fructiferos (o estructuras portadoras de las esporas) y hasta cierto grado, las
caracteristicas de su soma (plasmodio o micelio). Estos érganos se examinan directamente en €l

microscopio compuesto después de haber sido retirados de la planta a la que han infectado.

Con frecuencia, e espécimen infectado debe mantenerse himedo durante algunos dias para
permitir € desarrollo de los cuerpos fructiferos del hongo o en todo caso este Ultimo debe
aisarse y cultivarse en medios artificiales a fin de que su identificacién se realice con base en
los cuerpos fructiferos que produzca en esos medios. En el caso de algunos hongos, permitan
cultivar selectivamente solo a una determinada especie de hongo, permitiendo su rapida

identificacion.
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Figurall
Morfologia de los hongos

WPy £Y

Fussciadem Alernaria Hgdrnirires poaum Batrytis Panicilbium

La forma, color, tamafio, y manera en que se disponen las esporas sobre los esporoforos o
cuerpos fructiferos asi como la forma, color. ete. de esas estructuras reproductoras, son
caracteristicas suficientes para sugerir cierta experiencia en taxonomia de hongos), la clase,
orden, familia v genero al cual pertenece un determinado hongo.

Una vez que se ha determinado el género a cual pertenece el cierto hongo, deben consultarse
las descripciones especificas de las especie en monografias de los géneros de hongos (George
N. Agrios 1996)

2.6. SINTOMAS QUE PRODUCEN LOSHONGOSEN LASPLANTAS.-

L os sintomas que producen los hongos en sus hospedantes son de tipo local o genera y pueden
aparecer por separado en hospedantes distintos, en un mismo hospedante aparecer uno después
de otro en un mismo hospedante. En general |os hongos producen una necrosis local o generad
o incluso la muerte de los tejidos vegetales que infectan, hipertrofia e hipoplasia o atrofia de
plantas completas 0 de sus 6rganos, e hiperplasia o crecimiento excesivo de ellas o de algunos

de sus 6rganos.

» Manchasfoliares. lesiones localizadas en |as hojas de |os hospedantes que constan de
células muertas y colapsadas.

= Tizon: coloracion café general y extremadamente rapida en las hojas, ramas, ramitas y
organos floral es de una planta
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» Cancro: heridalocalizada o lesion necrética: con frecuencia sumida abgjo la superficie
del talo de una plantalefiosa

» Muerte descendente: necrosis generalizada de las ramitas de |as plantas que se inicia
en sus puntas y avance hacia su base.

» Pudricién delaraiz: pudricion o desintegracion detodo el sistemaradical de unaplanta
o parte de é (Fitopatologia: Un Enfoque Agroecol égico - Pagina 106L uis Felipe Arauz
Cavallini — 1998)

2.7. AISLAMIENTO DE HONGOSIN VITRO.-

Siempre que se debe aisla un hongo o bacteria patdgena de |os tejidos de una planta enferma,

que se deben llevarse a cabo |os siguientes procedimientos preliminares.

1.- Esterilizacion del material de cristaleria, que incluye cajas Petri, tubos de ensayo, pipetas,
mediante calor seco (de 150 a 160 ahora no puedes culparle |a autoclave) o bien sumergidos ese
material durante un minuto o mas en una solucion de acido sulfarico dicromato de potasio en
cloruro mercurico 1:1000, en formalina a 5% o en acohol etilico a 95%. Todo e materia de

cristaleria que se trate quimi camente debe enjuagar por 10 menos tres veces en agua estéril.

2.- Preparacion de soluciones paratratar la superficie del tegjido infectado con el fin de eliminar
0 reducir notablemente los contaminantes de superficie que pudieran interferir con e
aislamiento del patdgeno. Estas soluciones se utilizan como un limpiador superficial, 1os
compuestos esterilizantes de superficie que se utilizan con mayor frecuencia incluyen una
solucion de hipoclorito de sodio a 5,25%, la cual se utiliza paralimpiar los tejidos infectados o

para sumergir cortes de esostejidos en ella

Alcohol etilico al 95% €l cua es suave y se utiliza para sumergir hojas durante 3 segundos o
mas Cloruro mercurico en la proporcion de 1:1000 durante un periodo de 15 a 45 segundos.

Los tgidos deben secarse en un trozo de papel estéril sean tratados con las dos primeras
soluciones, pero deben pasarse por tres cambios de agua estéril cuando sean tratados con las dos

Ultimas soluciones.
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3.- Preparacion de los medios de cultivos en los que se desarrollaran los hongos y bacterias
patdgenos. Pueden utilizarse un nimero casi infinito de medios de cultivo para cultivar alas
bacterias y hongos Fitopatdgenos. Algunos de ellos son totalmente sintéticos hechos a base de
cantidades conocidas de ciertos compuestos quimicos y por 1o comun son bastantes especificos
para ciertos patégenos. La mayoria de los medios de cultivo son la papadextrosa-agar (PDA),
el cua esbuenos parala mayoria de los hongos (pero no paratodos) el agar-agua-glucosa (de 1
a 3% de glucosa en agar-agua) que se utiliza para separar algunos hongos (pythium y
fusarium)de bacterias; y por Ultimo, € agar nutritivo, €l cual contiene peptnonay extracto de
carne y es Util para aislar las bacterias Fitopatdgenos en cultivo de los hongos puede también

separase las bacterias.

L os hongos también pueden separase de las bacterias afiadiendo 1 o 2 gotas de una solucion de
&cido l&ctico al 25% (el cual inhibe el crecimiento de las bacterias) a 10ml de medio de cultivo
antes de verterlo en las cgjas de Petri. Las soluciones de medio de cultivo se las preparan en
matraces que posteriormente se tapan y colocan en la autoclave a120°cy a 15 libras de presion

durante 20 minutos.

L os medios esterilizados se los degja enfriar durante un cierto tiempo y posteriormente se vierten
en cgjas Petri, 10s tubos de ensayo u otros recipi entes apropiados previamente estériles. En caso
de que e medio de cultivo se le afiade agar, debera degjarse que este se solidifique para que €l
medio de cultivo pueda entonces ser utilizado para cultivar hongos y bacterias.

(Métodos de investigacion fitopatologica - Pagina 154 Eduardo R. French, Teddy Theodore
Hebert — 1980)

Lamayoria de los medios de cultivo contiene un extracto de unafuente natural de carbohidratos
y otros nutrientes, tal como la papa, harina demaiz, frijol,limao habas, o extracto de malta, alos
gue se afladen cantidades variables de agar para solidificar e medioy formar un gel en el que &

patogeno se desarrollaray podraser observado .L.os medios de cultivo que con mayor frecuencia
se utilizan son papa-dextrosa-agar(PDA) , € cual es bueno paralamayoriadelos hongos (pero
no paratodos) , €l agar-agua o agar-glucosa (de 1 a 3% de glucosa en agar -agua) ,que se utiliza
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para separar algunos hongos (Pyhiumy Fusarium) de bacterias; por ultimo, € agar nutritivo, €
cual contiene peptonay extracto de carney es Utilpara aislar bacterias Fitopatogénicas.

Los medios de cultivos esterilizados se dgjan enfriar durante cierto tiempo y posteriormente se
vierte en cajas de Petri, tubos de ensayo u otros recipientes apropiados previamente estériles.
En caso de que al medio se |e aflada agar,debera que este Ultimo se solidifique para que el medio
de cultivo pueda entonces ser utilizado para cultivar hongos o bacterias. El vacio del medio de
cultivo en cgjas de Petri,tubos de ensayo, etc., debe llevarse acabo |o méas asépticamente posible,
ya sea en unasala de cultivo apartada o en una piezalimpialibre de corrientes del aire y polvo.
En cualquieradelos casos, |a mesalamesade trabajo debe limpiarse con una solucion de Clorox
al 10%, las manos de la persona deben estar limpias y € material de laboratorio, tal como
escalpelos, pinzas 0 agujas deben sumergirse en alcohol y flamearse para impedir la

introduccion de microorganismos contaminantes.

Debe tenerse en cuenta que, de los distintos Fitopatogenos, |la mayoria de los hongos y las
bacterias son |os Unicos organismos en losque todos sus miembros pueden crecer en medios de
cultivo. Aun cuando la mayoria de los hongos se cultivan con facilidad en mediosnutritivos,
algunos de €l os tienen requerimientos exigentes y especificos, por |o cual no se desarrollan en

la mayoria de |os medios de cultivo cominmente usados.

Los grupos de hongos (denominados Eryphales) que producen las cenicillas y los
Peronosporales(que producen os mildius) , se consideran parasitos obligados estrictos, debido
alo que no se han podido cultivar en medios de cultivo artificial. Hasta hace poco se pensaba
también que e grupo de los Uredinales (a causa de las royas de las plantas) estaba constituido

por paréasitos obligados estrictos.

Sin embargo, hasta hacesol o algunos afios pudieron mantenerse en cultivo de a gunas etapas del
ciclo de vida de algunas royas a afadir algunos componentes a los medios de cultivo, 1o cual
permitio que esos hongos ya no fueran considerados como parasitos obligados aunque, de hecho

en la naturaleza, se comportan como tales. Aungue hasta ahora ha sido imposible mantener en



39

cultivo a las bacterias fastidiosas vasculares limitadas a floemay xilema de las plantas, cabe
decir que se ha podido cultivar en medios nutritivos especiales compleos.

Del resto de los patdgenos, solo algunos espiro plasmas se han podido crecer en medio de
cultivo. Hasta ahora, no se ha podido mantener en medio de cultivos nutritivos ninguno de los
100 0 més organismos semejantes a los micoplasmas, ni alos virus, nematodos o protozoarios,
pero se esperaque en breve se descubran otros medios para cultivar alos organismos semejantes
alos micoplasmas.

(Fitopatologia: Un Enfoque Agroecol égico - Pagina 243 Luis Felipe Arauz Cavallini — 1998)

2.8. AISLAMIENTO DEL PATOGENO.-

Figura 12
Preparacion De M edios De Cultivo Solidos En Placas (Cajas De Petri)
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2.8.1. DeHojas:

En caso de que lainfeccion de las hojas de una planta avance en forma de tizén o manchafoliar
fungosa y en caso de que las esporas del hongo aparezcan sobre su superficie, algunas de esas
deben depositarse sobre una cga de Petri que contenga medio de cultivo o bien deben
recol ectarse con la punta de una aguja estéril o un escalpelo y colocarse sobre la superficie del
medio de cultivo. Si el hongo crece en un cultivo, al cabo de unos cuantos dias apareceran
colonias de micelio aisladas debido alagerminacion de las esporas. Estas se resembran en placas
separadas y de esta forma se asegura que algunas de ellas contengas a patdgeno libre de
cualquier tipo de contaminante.

En ocasiones, € aislamiento del patégeno a partir de tizones y manchas foliares bacterianas o
fungosas se logra mediante la esterilizacion superficial de la zona infectada con soluciones
Clorox o de Rada, separando una pequefia porcion del tejido infectado con un escalpelo estéril

u otro objeto y colocandola en una caja de Petri que contenga un medio nutritivo.

Sin embargo, € méodo més comun paraaislar alos patdgenos de las hojas infectadas y de otros
organos de la plantaes aquel en & que sel eccionan varios cortes pequefios de 5 a 10 mm?2 apartir
del borde de la lesion infectada , a fin de que contenga tejidos enfermos y tejidos a parecer

Sanos .

Esos cortes se colocan en una de las soluciones esterilizantes de superficie, o cua aseguraque
estas superficies se humedezcan a cabo de 15 o0 30 segundos | os cortes se toman asépticamente
uno por uno aintervalos regulares de tiempo (por g emplo cada 10 o 15 segundos), afin de cada
uno deellosseesterilice (anivel delasuperficie) adiferentestiempos. Posteriormente, |os cortes
se secan con trozos limpios de papel estéril o se pasan por tres cambios con agua estéril, y por
ultimo se colocan por sobre el medio nutritivo (por lo comun, de 3 a5 por cajade Petri).

Los cortes esterilizados en su superficie durante menos tiempo generalmente contiene a
patdgeno y avarios contaminantes, mientras que | os que se han esterilizados durante méas tiempo
no permiten el desarrollo de cuaquier tipo de microorgani smos debido aque han sido destruidos



41

por e esterilizante de superficie. Sin embargo, algunos de los cortes depositados en €
esterilizante de superficies durante periodos intermedios permitirdn que solo e patégenos se
desarrolle y forme colonias puras en € cultivo, ya que ha permitido que € esterilizante actUe el
tiempo suficiente para destruir a todos los contaminantes de superficie, pero no e tiempo
necesario para destruir al patdgeno, € cual se ha propagado desde €l tegjido enfermo hasta €

tglido sano.

Figura 13
Aislamiento De Hongos Patégenos Del Tegjido De Una Planta I nfectada

/ —
.H_r

Flanta infectada Se hacen cores del borde da la Se utilizan plnzss Los cores de tejido se ponen Se colocan los corbes
femitin y 8e colocan en unn esbiriles para traslsdar & secar en papel fiftre o stéril en caja de Petri
malncidn de clora al 10% duraie loa corles paira aliiislnad ol axcese de clord  gue contlana medio
dierentes lsmpos de culfive

@ﬁ%

fa colocan las carles an En una mawrslan correcla |por Bo obifiens un culliva pura del palbgena mediants el
medios de culllve de ejemplo, durmnie 30 seg.) sdls resembratio de una porcion de & en obra cajs gue conlengs

acuerdo af lempo de sobravive ol peidgeno en la medio de cultive
i raddn en clang parie caniral dal corie y mis s
desmrrolia fuera del tejio

(Geurge N Agrius)
Posteriormente, las colonias del patdgeno, se resiembra asépticamente para su posterior estudio.
El hecho de que los cuerpos fructiferos del hongo (como es € caso de los picnidios y los
peritecios) aparezcan sobre las hojas del hospedante, en ocasiones facilita su recoleccion y
permite depositarlo durante varios segundos en €l esterilizante de superficie, para mas tarde
sembrarlos en el medio del cultivo. Sin embargo , este procedimiento requiere de lamayor parte
de latécnica se efectle bajo el microscopio estereoscopio (binocular) , debido a que los cuerpos
fructiferos del hongo generalmente son demasiado pequefios para observarse y manipularse a

simple vista.
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Las estructuras reproductoras (despuésde haberlas tratado con un esterilizante de superficie)
pueden también romperse en una pequeia gota de agua estéril y diluir después sus esporas en
forma seriada en agua estérilcontenida en cgjas de Petri y en pequefios tubos de ensayo. Por
ultimo, aginas gotas de cada uno de los tubos de la dilucion seriada se colocan en un medio
nutritivo afin de que se desarrollen en e colonias individuales libres de contaminantes a partir
de las esporas que han germinado y que se han obtenido a partir de algunos de los tubos de

dilucion seriada.

El método de dilucion seriada con frecuencia se utilizapara aislar bacterias patégenas de tegjidos
enfermos contaminados por otras bacterias. Después de haber efectuado la esterilizacion
superficial de los cortes de tegjidos enfermos a nivel del margen de la infeccion, los cortes se
muelen asépticamente (pero con bastante cuidado) en un pequefio volumen de agua estéril y
posteriormente parte de este homogenizado se diluye serialmente en voliumenes iguales o diez
veces mas & volumen del aguainicial. Por ultimo, las placas con agar nutritivo se siembran con
un asa que ha sido mojada en cada una de las distintas diluciones seriadas, afin de que en ellas
se desarrollen colonias individuales de |a bacteria patégena a partir de las diluciones més atas

gue todavia contengan bacterias.

2.8.2. Detallos, frutosy otros 6rganos aéreos de la planta.-

La mayoria de los métodos que se han descrito para aislar bacterias y hongos patégenos de | as
hojas, pueden también utilizarse para aislar esos mismos patdgenos de las infecciones

superficiales de los tejidos mencionados.

Sin embargo , aparte de esos métodos, |os patdégenos con frecuencia pueden aislarse facilmente
de tallos, frutos y otros érganos que han sido infectados (aun cuando hayan penetrado
profundamente en ellos) al cortar € tallo de la planta o a separar e fruto del lado sano para
después separarlos de lazonainfectada, exponiendo asi |0s tejidos que antes no se encontraban
expuestos a los contaminantes y que anteriormente no habian sido cortados o manipulados y

gue, por lo tanto ,no estaban contaminados.
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Finalmente deben hacer se pequefios cortes del tejido a partir de la zona carnosa expuesta del
foco de infeccion mediante un escalpelo flameado para después colocarlos directamente en el

medio del cultivo.

2.8.3. Deraices, tubérculos, raices carnosasy frutos de hortalizas que se encuentran

en contacto con € suelo.-

El aislamiento delos patdgenos de cualquier tejido vegetal enfermo gque se encuentre en contacto
con el suelo, presenta una serie de problemas adicional es que ocasionan NUMerosos organi SMos
saprofitos que invaden a tejido después de que ha sido destruidopor e patdgeno. Es por esta
razon que debe tenerse en cuenta que, en primer término, € aislamiento de un patégeno implica
el lavado repetido de los tgjidos enfermos a fin de quitarles toda la tierra 'y la mayor parte del
tgjido vegetal descompuesto y descubierto, en € cual la mayoria de los organismos saprofitos

Se encuentran presentes.

En caso de que la raiz infectada sea pequefia, debe limpiarse minuciosamente y todos los
patdgenos que contengan deben aislarse de ella mediante cualquiera de los métodos descritos

paraaislar los patdgenos de las hojas

Si en aidlamiento se efectla de raices carnosas u otros tejidos carnosos y la penetracion del
patdgeno en ello se producen solo lesiones ligeras y superficiales, latierra que se encuentran
impregnada en €l tejido debe separarse y deben colocarse en una solucién de Clorox o de Rada
varios cortes de tegjido obtenidos del borde de las lesiones. Si e patdgeno ha penetrado
profundamente en €l tejido sano, puede usarse el método descrito anteriormente para tallos y
frutos, que consiste en desgarrar 10s especimenes primero por la parte sanay después por lazona
infectada, tomando porciones de tgjido del borde de la pudricion (lacua no ha sido expuesta),
y colocarlos directamente en el medio de cultivo .

(George N. Agrios 1996)
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2.9. MICRO PROPAGACION DE HONGOSIN VITRO.-
L os Siguientes Puntos Constituyen La Metodologia A Seguir Para Inocular

Hongos In Vitro:

1. Parallevar acabo lamuestra serealiz6 con latécnica
Recolecta De Muestras en el departamento de Tarija de los cuatro hongos a estudiar

fusarium, alternaria, botrytis, oidium.

2. Las muestras son explantos previamente infectadas por un hongo al cual debemos
proceder ala PREPARACION DE PDA en cuartos de asepsia libre de agentes

saprofitos y antagonicos en la Cabina de flujo laminar.

3. End laboratorio de Fitopatologiavegetal delaUAJIMS, seredizarael diagnosticoy

aislamiento y purificacion de los hongos en estudio, obteniendo cepas monosporicas.
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.  MATERIALESY METODOS.-
3.1. UBICACION DEL ENSAYO.-

El presente trabajo serealizo en el laboratorio de Fitopatologiay Cultivo In Vitro de la Facultad
de Ciencias Agricolas y Forestales de la Universidad Autonoma “Juan Misael Saracho” ubicado

en e departamento de Tarija, Provincia Cercado, zona El Tear.

3.2. MATERIALES.--
3.21. MATERIAL BIOLOGICO.-

El material vegetal que se utilizd parael presentetrabajo deinvestigaci én son cepas de Fusarium
sp, Alternaria sp, Botritis sp y Oidium sp. Que son aisladas, purificadas e identificadas en €l
Laboratorio.

3.22. MATERIAL DE LABORATORIO.-
A. Recoleccion de muestras:

Toallas de papel

Bolsas de papel

Rotulos paraidentificar el material

B. AreadePreparacion:
Cajas Petri 144 unidades
Balanza de precision

Potencioémetro

Pipetas 20 ml
Erlenmeyer 12 unidades
Batidor imantado

Papas partidas 600 gr
Dextrosa (glucosa) 60 gr

Agar 54 gr
Cloranfenicol 1500 mg

Aguadestilada 3000 ml



C. Areadeesterilizacion:

Autoclave

Estufa de esterilizacion para el material in vitro
Hipoclorito de sodio

Alcohol 70%

D. Areadesiembra;

Camara de flujo laminar
Mechero

Pinzas

Agujas

Bisturis

Tijeras
Estereoscopio
Microscopio
Bisturi

Agua destilada
Vaso precipitado
Cinta adhesiva
Papel filtro

Batidor deiman

E. Areadecrecimiento

Incubadora

3.3. CARACTERISTICASCLIMATICAS.-
3.3.1. Clima.-

Sobrelallanurafluvio-lacustre de laparte central delaprovinciaCercado entrelos 1001 a2000

msnm.
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3.3.2. Temperatura.-
De acuerdo alos datos obtenidos de las 9 estaciones climatol gicas que se hallan en laprovincia
latemperatura media anual de 1.4° C, la maxima media de 25.5° C, minima de 9.4° C, setiene

en verano extrema maximade 39.4° C, y extrema minimade invierno de -8.6°C.

3.3.3. Precipitacion.-

Dentro de las precipitaciones en la provincia Cercado, oscilan entre |os 800 a 1100 mm.

3.34. Humedad.-
La humedad relativa califica de moderada, con un promedio de 62 por ciento, sobrepasando €
60 por ciento durante los meses de diciembre a abril. Una de |as caracteristicas interesantes con
respecto ala humedad es la presencia de masas de aire himedo y frio (surazos) en algunos dias
de la estacion de invierno que acompafiados de vientos, dan origen a una sensacion térmica

diferente ala observada en |os termoémetros.

3.35. Sudo.-
Las tierras de uso agricola bajo riego corresponden a tierras aprovechadas para agricultura
intensiva. Las principales caracteristicas de esta unidad son la sobre utilizacién y parcelacion.
Son suelos de mediana a baja fertilidad.

El sobre pastoreo, debido a la actividad pecuaria sin mangjo adecuado, en conjunto con la
extraccion selectiva de las especies |efiosas y arboreas, es posiblemente el factor causante de la

erosion antrépica mas importante en la zona.

La capa superficial de 0 — 20 cm pardo arenoso expone una textura moderadamente gruesa,
estructura blocosa débil, media fina, no adherente y no pléstico en mojado, friable en himedo,

ligeramente en seco, pocos poros finos, EI PH es neutro a suavemente acalino de 6.4.

La seccion de 20 — 90 cm.es franco arcilloso presenta una textura moderadamente fina, media
agruesa, adherente y plastico en mojado, firme en himedo, muy duro en seco, pocos poros fino
y muy finoscon in PH de 7.2.
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3.4. METODOLOGIA.-
3.4.1. Recoleccion de Muestr as.-

Se recolect6 las muestras de campo de tomate y frutilla, segin el andlisis presuntivo hecho en

campo, considerando |os sintomas que presentan cada tipo de hongo.

En e caso del fusarium se tomaron frutos y parte de tallos infeccion, se coloco la muestra con
algodon para que amortigie los golpes y estar recubiertos de papel para que no se deteriore a

llevarlo a laboratorio, esto se hizo segin la metodologia que tiene lainstitucion SENASA.

La recoleccion de muestras del hongo Fito patégeno botrytis, segin € andlisis presuntivo se

tomo €l fruto del tomate infectado, luego se procedid a acondicionar con algodén y papel.

Para la recoleccion de la aternaria en campo se recogio partes de hojas y frutos infectados, se
colocd en unabolsa de polietileno sellada evitando que esta pierda la humedad gue tiene segin
la metodologia al perder estas la humedad y secarse dificulta la proliferacion del hongo,
impidiendo € desarrollo de este se debe mantener a una temperatura 4 a 7°C y en lugares
himedos.

Se recoleto hojas jovenes en estado inicial o intermedio de la enfermedad, las hojas dafios

avanzados no sirven para el ensayo.

No se mezclé las muestras de diferente naturaleza en e mismo recipiente. Por giemplo, a
mezclar raices con hojas o con frutos en unamismabolsa, |lahumedad del suelo y raices causan

la pudricion de las partes aéreas.

Se llevd muestras de plantas con raices, se sacudio €l exceso de suelo de las mismas, dejando
solo lo suficiente para mantenerlas con a guna humedad natural hastasu arribo al laboratorio de
Fitopatologiay Cultivo In Vitro de la Facultad de Ciencias Agricolas y Forestales.

a) Toallas de papel.- Las pruebas de tgjido de tomate infectado, (hojas o tallos) que se
colecto se envuelve en unatoalla de papel que sirve, ademés, para absorber su humedad.
b) Bolsas de papel.- Las muestras de tegjido infectado se envolvié en papel absorbente No
se usO bolsas pléasticas porque no son porosas y contribuyen, por ello, ala acumulacion
de humedad en su interior; esta humedad favorece e crecimiento de microorganismos
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saprofitos, los cuaes dificultan € aislamiento del patdégeno que se hace partiendo de
tejidos.

c) Rotulos para marcar las muestras.- se identificoO claramente la muestra con la
informacion de donde se extrgjo la demostracion, fecha y la enfermedad que segun
nuestro andlisis presuntivo determino.

d) Pasosde proceso.
*Paso 1

Se tom0 una evidencia de la parte de la planta enferma (hojas, fruto o tallos) que presente los

sintomas causados por € patdgeno
* Paso 2

Procedi6 aenvolver la sefial en unatoalla de papel, colocarlo en una bolsa de papel y se adhirié

a ésta € rotulo que corresponda para que esta esté bien organizado unavez en laboratorio.
* Paso 3

Sellevé lamuestraalaboratorio, donde se hizo laidentificacion y posteriormente €l aislamiento

de cada uno de los hongos estudiados.

3.4.2. Propdleos paralaelaboracion del Trabajo.-

Los propdleos se adquirieron del apiario de las provincia de Uriondo, Chocloca centro
experimental de la Universidad Juan Misael Saracho, preparados por la ingeniera Roxana de
Ahuanta, estos son comercializados en la region donde se elaboran y en la provincia Cercado

de Tarija.
L os mismos que son elaborados de la siguiente manera:

» Sepesaron 30 g de los propdleos crudos que se sometieron a extraccion exhaustiva con
etanol 96% (3 mL x 100 mL, en un agitador magnético, durante 48h, a temperatura

ambiente y en oscuridad).
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» Luego, d materia se filtrd en un embudo con papel de filtro nim. 1. A los filtrados
combinados se les eiminaron las ceras mediante precipitacion y filtracion, previa
adicion de 50 mL de agua destilada y refrigeracion del extracto a-12 °C.

» Posteriormente, se evaporo e solvente de los filtrados por destilacion a vacio en un
rotoevaporador a presion reducida y temperatura de 40 °C. Los extractos etandlicos se
almacenaron en viales ambar refrigerados a-12 °C hasta su evaluacion.

» Mediante € enfriamiento a -20 °C y centrifugacion de la disolucion etandlica se logro
un refinamiento del extracto debido a la precipitacion de las ceras, las cuales son
insolubles en agua y en el solvente de extraccion (etanol 96%) a bajas temperaturas.

» Caracteristicas fisico quimicas de la elaboracion del propol eo:

» Cenizas: Una porcion de muestra (100 g) fue calcinada en mufla a 500 °C, y
Ilevada a peso constante.

» Humedad: Método termo gravimétrico, consiste en secar una porcion de muestra
de 100 g en estufaa 105 °C £ 2 °C, hasta peso constante.

» Posteriormente, € solvente fue destilado y secado € extracto en estufaa 105 °C
hasta peso constante.

» Posteriormente, se destilé el alcohol a presion reducida, y la resina obtenida se
seco en estufaa 105 °C hasta peso constante. Se define un contenido minimo del
30%.

= Material insoluble: después de la extraccion con etanol, €l residuo remanente en

el dedal se secd en estufa a40 °C hasta peso constante.

3.4.3. CamarasHuUmeda.-

A partir de las muestras que se obtuvo en campo, se extrgo partes de tgido infestado

representativos cortandol o con la ayuda de un bisturi y de una pinza.

Se paso a colocar papdl filtro en la base de la cgja Petri, esto para que la humedad que se tiene
se mantenga lo suficiente para humedecer el papel, luego que se coloco la muestras se cerro la

caja con su tapa superior.

Se dgj6 en incubacion en camaras himedas a temperatura ambiente, hasta el desarrollo del

hongo, para su posterior identificacién y aislamiento siguiente.
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El hongo muestra signos de desarrollo del micelio alos 3 a4 dias de haber colocado en camaras
himedas.

3.4.4. Asepsia.-

Se mantuvo € cuidado en lalimpieza del material y laboratorio mismo que es fundamental para

realizar €l trabajo més confiable.

El dio ambiente se encuentra por 1o genera cargado de microorganismos diversos gque pueden
contaminar el ambito de trabajo por ello no se descuidd la limpieza de los materiales,

instrumentos y equipo necesario para el trabajo.

Los materialesde vidrio y cualquier otro elemento se lavaron y secaron, paraluego envolverlos
en papel periddico y desinfectarlos en horno a 150C°.

3.45. Lavado.-

Durante €l trabajo de tesis en e lavado del material de vidrio se enjuago dos veces con agua

destilada, todo esto para eliminar todo residuo de detergente antes de ser esterilizado.

3.4.6. Esterilizacion.-

La forma de esterilizacion por medio de calor seco o humedo fueron las que se utilizé en €

trabgjo de tesis.
La esterilizacion por calor seco se consiguié con el uso del horno o estufa.

Se envolvio los materiales de vidrio en papel periddico como las cajas Petri, matraces, tubos de

ensayos, también se envolvio los materiales de metal como € porta bisturi, los sacabocados.

Se expuso a unatemperatura de 150C en 120 minutos.
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La esterilizacion por presiéon de vapor de agua se lo hizo en la autoclave, fundamento de la
autoclave es que amayor presion existe mayor temperatura de ebullicion del agua, €l tiempo es

el factor que permite que el calor penetre en lamasa de esterilizacion y se absorba.

Se esterilizo los medios de cultivo en matraces, se tapd con algodon para permitir lacirculacion

del vapor también se esterilizo los palillos colocandol os en frascos.

3.4.7. Desinfeccion del ambiente (laboratorio y almacenamiento en estufa).-

El alcohol es utilizado para desinfectar la camara de flujo laminar asi como de las superficies
de trabgjo, se desinfecto todo antes de proceder, como las manos se deben empapar en al cohol
y colocarse los guantes quirurgicos también se desinfecto la cdmara de flujo laminar cada vez

que se uso.

La estufano se abrid con muchafrecuencia esto para controlar |atemperaturaambiente siempre

gue esté en los 22C.

3.5. IDENTIFICACION.-

3.5.1. Por observacion directa.-

Se hizo la identificacion mediante claves que nos marcan las estructuras de los micdios y
esporas de los hongos.

Seguin los andlisis presuntivos se observo en €l estereoscopio sus estructuras unavez que se haya

manifestado e micelio del hongo puesto en las camaras himedas.

Se pudo reconocer el hongo oidium en el estereoscopio de una muestra traida de campo el cual
aprueba gque estuvo solo presente el hongo oidium como se ve en lafigura 14.
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Figural4
Qidium en heja de papa

Fuente propia
Muchas veces es posible identificar con seguridad a hongo de una determinada enfermedad por
observacion directa de los sintomas y/ 0 signos en |os 6rganos afectados como en €l caso de la
botrytis se identifico en observacion directa de una muestra de fruto traida de campo puesta en

camaras himeda observado en el estereoscopio como vemos en lafigura 15.

Figura 15
Botrytis en fruio de iomate

Fuente propia
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3.5.2. Cultivandolo en medios sintético.-

Este método es en general el més sencillo y solo para algunas especies puede llegar a ser muy
laborioso esto depende de |os requerimientos nutricionales de cada especie en particular asi de
cOMOo sus exigencias en cuanto a los otros factores que intervienen en su desarrollo de las
esporasy micelio. Labase de este sistema de identificacion de hongos Fitopatdgenos se hizo los
medios sdlidos.

Para la identificacion precisa de los hongos que causan enfermedades en |as plantas, se obtuvo

sus cuerpos fructiferos, su forma, nimeros de esporas que contienen.

Se identifico la aternaria sp, botrytis sp, fusarium sp, cultivandola en medio de cultivo (PDA)
béasico por 14 a 10 dias atemperatura condicionada de 22C observando | as esporas de | os hongos
se logro identificar los 3 hongos segun las claves como se muestra en las figura 16 cultivadas
en medios de PDA.

El procedimiento de identificacion se hizo las veces que sea necesario hasta obtener el hongo

que tenga esporas representativas.

Figura 16

Honges cultivades en medios PRA para su aistamiento

‘Fuente propia
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3.6. MEDIO DE CULTIVO.-

El medio preparado en el ensayo es e agar papa dextrosa el cual la mayoria de los hongos se

desarrolla
La preparacion de los medios de cultivo presenta distintos grados de compl gjidad.
3.6.1. Metodologia.-

1: Se pel6 las papas y luego se las partio en cuadritos, se puso a caentar para que | desprendan

el amiddn que contienen ya que este nos sirve para e medio.
2: En otro recipiente se disolvi6 el agar, sé calent0 para ayudar que este se disuelvamejor

3: Secolé e caldo de papa através de manta de cielo 0 algodon, se mezcl6 luego e agar con e
caldo de la papa, con la ayuda del iman se homogenizo, luego se agregd la dextrosa y €

cloranfenicol batiendo para que se homogenice.

4. Se dividio la sustancia preparada en matraces de 250 ml, se tapd |os matraces con tapén de

algodon.

Figura 17
Colocando las dosis en los matraces

Fuente propia
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5: esterilizando los matraces en la autoclave u olla de presion de 15-20 libras/pulgadas (120C

durante 20 minutos) contando a partir del momento en que se alcanza la presién esperada.

Figura 18
Colocando los medios de cultivo a esterilizar en la autoclave

Fuente propia

6: una vez obtenida la presion esperada se abrio |a autoclave hasta que baje la presion a cero.
Degjando enfriar el medio a contacto del aire, una vez tibio se vacio a cgjas de Petri en
condiciones asépticas logrando esto solo en la cdmara de flujo laminar con la ayuda de un
mechero se flameo la caja de Petri esto para evitar la entrada de microorganismos.

7: No se movio las cajas de Petri hasta que solidifiquen, la ventgjas que ofrecen de la cga de

Petri eslamayor superficie para el desarrollo del hongo.

3.7.AISLAMIENTO.-

El aislamiento consiste en € proceso de separacion de microorganismo a partir de sus sustratos
naturales (plantas) o de otras sustancias para hacerles crecer en un medio de cultivo artificial
puras.

Las técnicas para aidlar hongos son diversas y dependen del hongo a estudiar, en este caso
utilizamos la técnica de George N Agrios.
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3.7.1. INDUCCION AL DESARROLLO MICELIAR.-

Una vez identificado €l hongo se procedié a extraerlo mediante €l alza de esporas o tegjidos
vegetales y colocandolas en cgjas de Petri con el medio de cultivo PDA repitiendo esto las veces

necesarias hasta que se obtenga el hongo puro que queremos aislar.
3.7.1.1. Metodologia.-

1. Se lavd € material enfermo con agua potable pasandolo por papel filtro para secarlo

externamente.

2: Se selecciond € tejido vegeta afectado representativo procurando que los explantos sean de

0,3 a0,5 cm de longitud cortando con un bisturi.

3: Se desinfecto los explantos con hipoclorito de sodio (lavandina) mezclando una parte de esta
sustancia en cinco partes de agua destilada para obtener la mezcla deseada ya que la lavandina
viene a 5-6%, es decir que normamente se usa hipoclorito de sodio a 1-2%, se expuso los

explantos a 30 segundos en la mezcla

4: luego se sumergio luego en alcohol etilico a 70% por un periodo de 20 segundos, no se debe
usar alcohol a 95% porque es muy peligroso por su flameabilidad.

5: Se enjuago los explantos en 3 vasos de agua destilada estéril y se seco en papel

6: se colocd 4 a5 explantos arededor de la cgja de Petri con PDA, luego se sellé la cgja con

cinta parafina para evitar la contaminacion.

7: luego se coloco en laincubadora la cual mantiene a los hongos a una temperatura constante
de20a25 C. (Agrios GN 2007 Fitopatologia LIMUSA México 285-290p.)
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Figura 19
Aislamiento del induccion al desarrollo miceliar
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(George N Agrios)
3.8. MULTIPLICACION DE LAS CEPAS.-
3.8.1. Cultivos Monosporicos.-

Para establecer una serie de hongos puros es necesario a partir de aislamiento  Monosporicos

que garanticen la autenticidad y pureza de los mismos y de |os datos que se consigan.
L os aislamientos Monosporicos pueden ser por colonia o por puntade hifa.

3.8.1.1. Procedimiento.-

a) Método De Dilucion.-

» Con una aza pequefia de platino de mas de 2 pulgadas de largo en e vastago, se
prepard unacaja de Petri con PDA.

» Luego se depositd 5 gotas de agua destilada y esterilizada en una caja de Petri.

» Luego se localizo las esporas de la colonia, con abundante esporulacion luego del
aislamiento

» Bago el microscopio estereoscopio desprendalas esporas con lapuntadel asamojada
en unas gotas de agua en lacaja Petri.

» Sediluyo lasuspension transfiriendo de gota a gota el contenido en una sola asa.
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» Luego se pasd a examinar las gotas de agua en el microscopio a bajo poder afin de
localizar una gota con una cantidad mediana de esporas en suspension.

» Con € asa se trangfirio parte de la suspension de la gota seleccionada a centro de
otra cgjade Petri esterilizada.

» Se disolvio y enfrié el agar agua contenido en un tubo de ensayo sobre la gota
localizada en e centro de la caja de Petri

Método De Raya.-

» Unavez que e PDA contenido en las cgjas de Petri se haya solidificado tomamos
un asarectay unaaguja’z cm delapunta. Se esterilizo laagujaalaen lallamadel
mechero y se recogio las esporas simplemente frotando la aguja con las estructuras
del hongo.

» Se pasd a observar por el microscopio estereoscopio y localizé una espora que esté
completamente aislada de las demas.

» Recogimos con un pedazo de agar y procedimos de nuevo al método anterior esto se
repitio hasta conseguir un cultivo puro.

» Senecesita4 dias como minimo para que € hongo empezar adesarrollar.

Figura 20
Método de la raya

Fuente propia
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3.9. SEMBRA DE BIOENSAYOSDE HONGOS.--

a)

b)

d)

f)

Q)

h)

Se envolvio material como las cagjas, pinzas, sacabocado, porta bisturi con papel
periddico se metio en e horno a 150C durante 2 horas, las cajas se deben devolver
en dos segun metodologia.

Se prepar6 250 ml por tratamiento de medio de cultivo APD (agar papa dextrosa)
en los matraces se rotulo para no confundir las dosis.

En e tratamiento del testigo no se incluyé ninguna dosis de propdleo, en €
tratamiento dosis T1 seincluy6 en e medio 1,25ml de propdleo con laayuda de una
pipeta de capacidad 5ml, en & T2 se afiadié 2,50 ml de propdleos, en € tratamiento
T3 se afiadio 5ml.

Seimplantd en medios de cultivo PDA (Agar de Papa Dextrosa) explantos de 0.3cm
de didmetro con la ayuda de un sacabocado se colocd en las cajas Petri de las cepas
aisladas de fusarium, aternaria, botrytis,oidium.

Una vez desinfectado se sacd dejando enfriar para que esta solidifique en la camara
de flujo laminar, se escogen cajas de Petri que yahayamos asilado y selasidentifica
en €l estereoscopio donde estan las esporas méas desarrolladas con la ayuda de un
sacabocados gue tiene de didmetro interior 3mm, se sac un explanto del hongo y se
sembré en medio de la caja vacia solo con PDA (agar papa dextrosa)

Rotulando todas las cgjas con la fecha e tratamiento y la repeticion y € hongo a
estudiar g emplo: (08/10/14) testigo R2 fusarium. Luego se sell6 con parafina para
gue no se contamine con los microorganismos del ambiente.

Una vez realizado todo el procedimiento previsto se llevo todas las cgjas de Petri a
la camara de crecimiento y dejando que mantenga la temperaturaa 22C

Haciendo cada 24 horas lamedicion del diametro del crecimiento del micdlio.
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3.9.1.1. Aplicacion del Propdleo.-

La aplicacion de las dosis de propoleo se lo redlizara, conjuntamente con la preparacion de los
medios de cultivo. Las dosis a usar estén en base a concentraciones preestabl ecidas en ensayos
materializados. Las dosis establecidas son: 0% 0,5%, 1%, 2%.

Figura 2l
Dosificando el propéleo en los matraces

3.10. SIEMBRA DE BIOENSAYO EN PLANTAS DE LA FAMILIA
SOLANACEAS.-

Se realiz6 pruebas de control con las dosis de prop6leo en un bioensayos para esto se utilizo 3
plantas por hongo estudiado esto se hizo en el [aboratorio de fitopatologiade la universidad Juan
Misael Saracho en macetas medianas.

En € cultivo de la papa de la variedad marcela, se enfermo con €l método del raspado de las
hojas y tallos el cual se raspo suave con la ayuda de un bisturi en € envésy en otras en e haz,
las muestras traidas e identificadas en el estereoscopio en € caso del oidium se froto las partes
afectadas en las hoja de |a papa raspadas como asi también en € tallo.
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Se hizo en tomate también el hongo botrytis se inoculo por € método del raspado, se raspo de
igual manera que la papa solo que de los hongos aislados en |as cajas Petri se paso aalzar con
un bisturi y colocar en la parte raspada de la hoja para que este entre por los estomas de las

hojas.

Paralaalternaria ya que ataca alas hojas y frutos se hizo € mismo procedimiento anterior alos
otros hongos

En el caso del fusarium se hizo & mismo procedimiento que la anterior solo que aqui también
se utilizd una aguja de insulina que se empato total con el hongo fusarium gue se introdujo

suavemente en €l tallo tratando de no dafiar demasiado ala planta.

Se utiliz6 laférmula de ogawa(1986) siendo expresada en porcentaje de acuerdo ala seleccién

alos 7 dias se muestreo todos | os bioensayos
Por centaje deincidencia
Incidencia ()= (nimero de individuos infectados/ total de individuos)* 100

Con esta férmula se midié los porcentgjes de incidencia 'y € porcentaje de inhibiciéon alos 7
dias

Por centaje deinhibicidn

Porcentgje de inhibicién (P)= (nimero de individuos controlados/ total de individuos)* 100

3.10.1.1. Conteo De Esporas.-

Se realiz6 con € préstamo del laboratorio de bioguimica un hematocimetro o camara de
neubauer, € cual tiene 1ml cuadrado de area, tiene el areatoda cuadriculada por lo que se utiliza

para medir los glébulos de la sangre.

Enlacamaradeflujo laminar con laayudade un sacabocados de didmetro 5¢cm, se sacd muestras
de cada una de las cgjas evaluadas y medidas para pasarlas en 20ml de agua destilada, se licuo
toda la muestra con la ayuda de una batidora especial para homogenizar la prueba, esto se

efectud para todas las evidencias por separado tratando de evitar la contaminacion, una vez
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preparada la demostracién con la ayuda de una micro pipeta se sacO una muestra de 12
micromilitros colocando en las dos partes de la cAmara de neubauer, se realizd 4 conteos de la
mismo tratamiento y hongo en e microscopio con un aumento de 10x, este conteo se cumplié a
los 21 dias de lainoculacién del hongo.

Figura 23
Vista del micy escopio de la camas a de neubauer con 10x aumente

Fuente propia
3.11. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA IN VITRO.-

En cajas Petri estériles de 93mm de diametro se adicionaron 20 ml de medio de cultivo PDA
esterilizado a 121 °C por 15 minutos.

Se prepard e medio de cultivo con las dosis de propdleo afiadiendo Oml — 0%, 1,25ml - 0,5%,

2,5ml — 1%, 5ml — 2% del extracto del propdleosy se dejé gelificar atemperatura ambiente.

Seguidamente, se colocd e inoculo del hongo en discos de 3 mm de diametro, en €l punto medio
de cada cagja Petri con la ayuda de un sacabocado haciendo esto para los tres hongos aislados
siempre desinfectando cada vez que se cambie de hongo.
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Las placas se incubaron 21 dias a 22 °C y se midié € didmetro micelio con la ayuda de un
vernier en milimetros cada 24 h a partir del segundo dia. Se efectuaron los controles absoluto y
solvente.
Figura24
Actividad Antifungica del propoleo

Fuente propia

3.12. EVALUACION.-
Se midio6 € porcentaje de inhibicidn con la siguiente formula:

% de Inhibicion= Diametro micelio testigo — diametro de micelio tratamiento * 100

Diametro de micelio testigo
Se saco los resultados y se los tabulo en una gréfica representativa

El conteo de esporas se midié mediante la siguiente formula:

Conteo realizado x 100 x volumen = al nro. de esporas en la cdmara de Neubauer.
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L os datos obtenidos se evaluaron a través de un andlisis estadistico y pruebas de comparacion
de medias significativas, se utilizé € disefio experimental completamente al azar, con un arreglo

factoria de acuerdo a siguiente orden:

Factor A: 4cepas de hongos

Factor B: 4dosis de propdleos en medios de cultivo (0,0%, 0.5%, 1,0%, 3,0%)
N° derepeticiones: 3

N° de tratamientos: 16

Unidad experimental: 3cajas Petri

Total de unidades experimentales: 48 (144 cajas Petri)

Disefio completamente al azar con arreglo factorial

Factor A: cepas de los hongos fusarium=1, Alternaria=2, oidium=3, botrytis=4

Factor B: 4 dosis de propdleos en medios de cultivo (0=1, 0.5% =2, 1% =3, 3% =4)

3.12.1. Variablesaevaluar .-

El didmetro del crecimiento del micelio (5, 14y 21 dias).
El porcentgje de inhibicion de crecimiento (5, 14 y 21 dias).
El nimero de conidios alos 21 dias después de lainoculacion.

Serealizara un registro fotografico a detalle de todos | os procesos a desarrollo.

En bioensayos en plantas de la familia solanéceas (incidencia).
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V. RESULTADOSY DISCUSIONES.--

4.1. RESULTADOS DEL PORCENTAJE DE INHIBICION DEL PROPOLEOS.-

4.1.1. PORCENTAJE DE INHIBICION.-

Setomo los datos alos 5, 14 y 21 dias que son los més representativos para todos |os hongos
estudiados hizo tres réplicas de |os hongos fusarium, aternaria, botrytis, oidium.

4.1.2. INHIBICION EN EL DIAMETRO DE CRECIMIENTO DE LOSHONGOS.-

Cuadro5
Repeticion 1 Medicién alos5 dias

TRATAM./REP | | ]| > X
DOO 2 2,1 2,2 2,10
L. D10 1,8 1,9 1,8 1,83
Oidium
o D20 0,8 0,9 0,7 0,80
D30 0,4 0,4 0,4 0,40
DOF 1,5 1,6 1,8 1,63
. D1F 0,9 1 0,8 0,90
Fusarium
F D2F 0,7 0,6 0,6 0,63
D3F 0,3 0,4 0,3 0,33
DOB 3,5 3,2 3,3 3,33
. D1B 1,5 1,6 1,4 1,50
Botrytis
B D2B 0,7 0,8 0,9 0,80
D3B 0,3 0,3 0,3 0,30
DOA 1,5 1,7 1,6 1,60
- D1A 0,8 0,9 1 0,90
Alternaria
A D2A 0,6 0,5 0,7 0,60
D3A 0,3 0,3 0,3 0,30
> >Blog. 17,6 18,2 18,1 53,9 1,12

Se observa que € mayor crecimiento en € oidium en € testigo con 2,10 cm de didmetro y una
minima de 0,40cm de diametro.

En el caso de la botrytis el testigo expreso un crecimiento medio de 3,33cm y una minima de
0,30cm, la aternaria se observo un crecimiento maximo en el testigo con 1,60cm y una minima

de 0,30 cm en ladosis D3 con un contenido de 5mide propdl eo.
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Cuadro 6
Repeticion 1 TABLA DE ANOVA alos5 dias

Fv Gl SC c™m Fc Fr 5% Fr1% DF
TOTAL 47 31,2 1,8 2,33
BLOQUES 2 0,0 0,0 0,1 3,35 5,49 NS
TRATA 15 29,3 2,0 32,6 2,08 2,83 i
ERROR 30 1,8 0,1 1,88 2,33

Fact. hongos 4 245,6 61,4 1022,0 4,21 7,68 %
Fact. dosis 3 22,9 7,6 127,2 2,96 4,69 ok
hongos/dosis 12 239,2 19,9 331,7 2,96 4,6 NS
cv 11,6720644

Elaboracion propia

Seglin e andlisis estadistico nos expresa datos que en e factor dosis existe una diferencia

significativa al 5% con un dato de 127,2Fc>2,9Ft con una significativa diferenciay a 1% con

unadiferencia significativa de 127,2Fc>4,69Ft siendo significativamente diferente en el factor

dosis.

En e factor de hongos se observé una diferencia significativa en el factor hongos con un dato
de 1022,0Fc>4,21Ft al 5% como también en el 1% se pudo obtener un dato de 1022,0Fc>4,96Ft
siendo significativamente diferente.

En los tratamiento se obtuvo al 5% y 1% una diferencia significativa del 2,08Ft5%<32,6Fcy al

2,83Ft1%<32,6Fc siendo significativamente diferente

Enlos bloques no existio ningunadiferenciasignificativaen € 5% con un dato del 0,1Fc<3,35Ft

como en e 1% que expreso 0,1Fc<5,49Ft no existiendo diferencia alguna
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Cuadro 7
Repeticion 1 Prueba DMS Al 5% para el didmetro del micelio

3,50

3,00

2,50

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00

3,13

1,63 1,60
1,37

1,03 1,03

0,73 0,67

0,50
50 0,43
037 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30

BDO | FDO | ODO | ADO | OD1 | BD1 | FD1 | BD2 | AD1 | FD2 | FD3 | OD2 | OD3 | BD3 | AD2 | AD3
s 1ol olololcliclclelelelelelclc]

Elaboracién propia

Se puede observar en la prueba que los tratamientos BDO, tienen una diferencia significativa

con los demés tratamientos de 3,13cm, siendo € mayor crecimiento.

En los tratamientos FD3 con 0,37cm, FD2 con 0,43cm, AD1 con 0,50 también con BD2 con

0,67 y 0,73 en FD1 tienen diferencia significativa con los demas tratamientos testigos e mas

significativo es el tratamientos BDO que estéd en el rango A se puede decir que hubo un mayor

crecimiento siendo el mejor desarrollado en los hongos

Siendo el mejor tratamiento el AD3 con un crecimiento de 0,30cm

Siendo & mejor tratamientos las Dosis D3 con una dosis de propéleo de 5ml de propoleo en los

4 hongos como la alternaria, el oidium, botrytisy el fusarium.
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Prueba DMSAI 5% para€d diémetro(éléla?nri?:e?io delasdosisde propdleo alos5 dias

2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

T

DOSIS | DO ‘ DI | D2 ‘ D3 |

Elaboracion propia

En el factor dosis con mayor crecimiento fue laDO con un rango de A que ledaasu inhibicidn
siendo diferente de todos por su enorme crecimiento distinto de los demas apreciando €l
crecimiento minimo en las dosis D3 siendo la mas éptima junto con la D2 optando con € rango
deB.

Los factores de dosis expresan que no existe diferencia entre las dosis D1 con 1,25ml de

propdleo, D2 con 2,5ml de propdleo y D3 con 5ml de propdleo

Expresando que lamejor dosis es la D3 con unainhibicion de crecimiento méxima por accion
del propdleo gracias a su poder antifungico también se puede recomendar la dosis D2 que no

expresa mucha diferencia de crecimiento en la tabla.
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Cuadro9
Prueba DM S AI 5% para € diametro del micelio deloshongosalosb5 dias
14 1,28
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Fuente propia
Leyenda B=botrytis O=oidium F=fusarium A= alternaria

En el factor hongos en el que mas existio inhibicidn fue la alternariay e fusarium siendo los
mejores controlados por €l propol eo.

En labotrytis se pudo evidenciar que no manifesté unabuenainhibicion significativa de 1,28cm
como laaternariafusarium y oidium teniendo una diferenciasignificativa con los demas hongos
segun e andlisis estadistico elaborado € mejor hongo que obtuvo una positiva reaccion a

propdleo fue laaternaria con 0,62cm.

Discusion

Siendo positivo parala zonade Tarijateniendo un buen efecto inhibidor de crecimiento ya que
en la (universidad de Guangjato 2013) se estudiaron dos tipos de propdleo teniendo una base de
cepas en la universidad haciendo mucho més rapido y eficiente el trabajo, en nuestro trabagjo se

tuvo que identificar y aislar para poder redizar el trabajo de investigacion siendo mucho mas

moroso y dificil de dar un hongo monosporico por € ambiente en que se trabaja.
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Cuadro 10
Repeticion 1 Crecimiento miceliar alos 14 dias

DO 4,8 4,6 4,2 13,6 4,53
Oidium D1 16 1,3 1,2 4,1 1,37
0 D2 0,5 0,5 0,3 1,3 0,43
D3 0,3 0,3 0,4 1 0,33
DO 4.4 4,2 4,1 12,4 4,13
Fusarium D1 1,5 1,4 1,4 4,5 1,50
F D2 1,2 1,3 1,4 3,9 1,30
D3 0,8 0,6 0,7 1,9 0,63
DO 8,9 8,7 8,6 26,3 8,77
Botrytis D1 5,6 5,4 5,7 17 5,67
B D2 4,4 4,6 4,4 13,9 4,63
D3 2,9 3,1 2,9 8,9 2,97
DO 3,9 4,2 3,8 12,2 4,07
Alternaria D1 1,2 1,2 1,5 3,9 1,30
A D2 0,8 0,8 0,9 2,5 0,83
D3 0,6 0,6 0,5 1,7 0,57
2 >Blog. 43,4 42,8 42 129,1

Elaboracion propia
De acuerdo alos datos obtenidos, como se observa en e cuadro en el caso del hongo fusarium

en ladosis FD3 se observé un crecimiento miceliar de una media de 0,63cm.

En & hongo oidium se expresd un crecimiento méximo del ODO0 4,53cm de mediay € minimo
de OD3 0,33cm de crecimiento miceliar, en el hongo alternaria se observé unamaximade ADO
4,07cm de mediay unaminimade AD3 0,57cm

En el caso del hongo botrytis se observé que obtuvo una media maxima de BDO 8,77cm y una
minimade BD3
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Cuadro 11
Repeticion 1 TABLA DE ANOVA alos 14 dias

Fv Gl SC cM Fc Fr 5% Fr1% DF

TOTAL 47 256,3 1,8 2,33

BLOQUES 2 0,1 0,0 0,0 3,35 5,49 NS

TRATA 15 523,1 34,9 3,9 2,08 2,83 *x

ERROR 30 266,9 8,9 1,88 2,33

Fact. hongos 4 1492,2 373,1 41,9 4,21 7,68 e

Fact. dosis 3 126,0 42,0 4,7 2,96 4,69 NS
hongos/dosis 12 843,0 70,3 7,9 2,96 4,6 S

cv 2,33

Fuente propia
Seguin €l andlisis estadistico nos arroja los siguientes datos que en e factor dosis no existe una
diferencia significativa al 5% con un dato de 4,7Fc>2,9Ft no existe diferenciasignificativay al
1% donde no existe diferencia significativa de 4,7Fc>4,69Ft.
En e factor de hongos se observé una diferencia significativa en el factor hongos con un dato
de 41,9Fc>4,21Ft a 5% como también en e 1% se pudo obtener un dato de 41,9Fc>7,68Ft
siendo significativamente diferente.
En los tratamiento se obtuvo a 5% y 1% una diferencia significativa del 2,08Ft5%<3,9Fc y al
2,83Ft1%<3,9Fc siendo significativamente diferente
En los bloques no existio ningunadiferenciasignificativaen el 5% con un dato del 0,0Fc<3,35Ft
como en e 1% que expreso 0,0Fc<5,49Ft no existiendo diferencia alguna
En larelacion de hongos/dosis existe una diferencia significativa de 7,9Fc>2,96Ft en €l 5% y

en el 1% obtuvo ninguna diferencia significativa de 7,9Fc>4,6Ft.
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Cuadro 12
Prueba DM S Al 5% Para & didmetro del micdio

10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00

8,73

2,99 2,97

143 137 1,30 1,30
0,53 0,50 0,57 0,43 33

BDO | BD1 | ODO | BD2 | FDO | ADO | BD3 | FD1 | OD1 | AD1 | FD2 | AD2 | FD3 | AD3 | OD2 | OD3

Se puede observar en la prueba que los tratamientosBDO, tienen una diferencia significativacon

los demés tratamientos 8,73m en todos, siendo los mejores tratamientos de inhibicion de

crecimiento seguin €l andlisis estadistico por accion del propol eo.

En los tratamientos FD2, 1,37 OD1 con 1,30cm, tienen diferencia significativa con los demas

tratamientostestigos el mas significativo esel tratamientos BDO con 8,73cm que estaen el rango

A se puede decir que hubo un mayor crecimiento siendo e mejor desarrollado en los hongos

No existiendo un crecimiento alto en los demas tratamientos siendo categorizados en € rango

de B.

Siendo & mejor tratamientos las Dosis D3 con una dosis de propéleo de 5ml de prop6leo en los

4 hongos como la aternaria, e oidium, botrytisy el fusarium.
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Cuadro 13
Prueba DM S Al 5% Para el diametro del micelio delasdosis de propodleo a los 14 dias

6,00

5,37

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00

DOSIS

W Seriesl

Fuente propia

En € factor dosis la dosis con mayor crecimiento fue la DO con un rango de A que le daasu
inhibicién siendo diferente de todos por su enorme crecimiento distinto de los demés apreciando
el crecimiento minimo en las dosis D3 siendo la mas dptima junto con la D2 optando con €
rango de B.

Los factores de dosis expresan que no existe diferencia entre las dosis D1 con 1,25ml de
propdleo, D2 con 2,5ml de propdleo y D3 con 5ml de propdleo

Expresando que la mejor dosis es la D3 con una inhibicién de crecimiento maxima por accion
del propdleo gracias a su poder antifungico también se puede recomendar la dosis D2 que no

expresa mucha diferencia de crecimiento en latabla
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Cuadro 14
Prueba DM S Al 5% Para el diametro del micelio deloshongos a los 14 dias

1,40

1,20

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00
RANGO ‘

HONGOS ‘ B 0 F A

Leyenda B=botrytis O=oidium F=fusarium A= alternaria

En el factor hongos en e que mas existio inhibicion fue la oidium y e fusarium siendo los
mejores controlados por €l propol eo.

En la botrytis se pudo evidenciar que no manifesté una buena inhibicion significativa como la
dternaria y fusarium teniendo una diferencia significativa con los demas hongos segun el
andlisis estadistico elaborado € mejor hongo que obtuvo una positiva reaccion a propoleo fue
laaternaria.

El oidium mantuvo su efecto inhibidor como reaccion del hongo ante la dosis del propol eo.

Discusion.-

Se tuvo un efecto inhibidor significativo en todos los hongos estudiados esto se debe a que su
composicion ayuda ainhibir siendo més efectivo si se hace una cromatografia como se hizo en
(Costa Rica Amparo Londofio 2010) yaque en € pais no existe una cromatografia a detalle que
se pueda redlizar pero solo se obtuvo las propiedades fisicas como en e estudio de la
(UNIVERSIDAD NACIONAL DEL NORDESTE argentina 2013) € cual también no cuenta con un andlisis

cromatografo el cual solo se basd en la preparacion solo obteniendo los resultados de la

preparacion como resultados de andlisis.
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Repeticion 1 Crecimiento miceliar alos 21 dias

TRATAM./REP
DO
oidium D1
0 D2
D3
Fusarium DO
F D1
D2
D3
Botrytis DO
B D1
D2
D3
Alternaria DO
A D1
D2
D3
)3 >Blog.

|
9,4
3,7
2,3
1,2
7,7
3,7
3,1
2,5
9,4
9,4
9,4
9,4

8
4,3
2,2
1,6

87,3

Il
8,9
3,4
2,3

1
7,2
3,7
3,2
2,3
9,4
9,4
9,4
9,4

7
3,7
2,5
1,8

84,6

I
8,2
33

2
1,6
6,9
3,2
3,2
2,7
9,4
9,4
9,4
9,4
7,6
3,9
2,3
1,5
84

3 X
8,83
3,47
2,20
1,27
7,27
3,53
3,17
2,50
9,40
9,40
9,40
9,40
7,53
3,97
2,33
1,63
255,9

En lamedicion deladosis D2F se estim6 un incremento de igual manera la media fue 2,20cm

tomando en cuenta que la dosis fue mucho menor ala D3Fcon una media de 1,27cm, el megor

tratamiento para el hongo fusarium la dosis D3F, el testigo cumplié un crecimiento con mucha

significancia a los tratamientos siendo efectivas las dosis, € mayor crecimiento en el DOFR1

teniendo un 7,7cm total de tamafio.

En el caso de la dternaria expreso un crecimiento miceliar en € tratamiento D2A con un

minimo de 2,2cm y maximo de 2,5cm y € tratamiento D3A siendo €l mejor tratamiento con

unamedia de 1,63cm con un diametro minimo de 1,5cm y un diametro maximo de 1,8cm.

De acuerdo alos datos obtenidos, como se observaen € cuadro 15 € crecimiento miceliar alos

21 dias e hongo botrytis se pudo observar que €l testigo tiene una media significativa de 9,4

completando en todos los tratamientos € crecimiento del micelio con una medicion de 9,4cm
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Cuadro 16

Repeticion 1 TABLA DE ANOVA alos 21 dias
Fv Gl SC c™m Fc Fr 5% Fr1% DF
TOTAL 47 471,3 1,8 2,33
BLOQUES 2 1017,5 508,8 2,6 3,35 5,49 NS
TRATA 15 74144 494,3 2,5 2,08 2,83 *
ERROR 30 5925,5 197,5 1,88 2,33
Fact. hongos 4 5706,4 1426,6 7,2 4,21 7,68 &
Fact. dosis 3 146,5 48,8 0,2 2,9 4,6 NS
hongos/dosis 12 1854,4 154,5 0,8 2,96 4,6 NS
cv 10,96

Elaboracion propia
Seguin €l andlisis estadistico nos arroja los siguientes datos que en e factor dosis no existe una
diferencia significativaa 5% con un dato de 2,96Fc>2,9Ft no existe diferencia significativay
al 1% donde no existe diferencia significativa de 2,9Fc>4,69Ft.
En e factor de hongos se observé una diferencia significativa en el factor hongos con un dato
de 7,2Fc>4,21Ft al 5% como también en & 1% se pudo obtener un dato de 7,2Fc>7,68Ft no
existiendo significativamente diferencia.
En los tratamiento no se obtuvo a 5% una diferencia significativa del 2,08Ft5%<2,5Fc y al
2,83Ft1%<2,5Fc siendo significativamente diferente
En los bloques no existio ningunadiferenciasignificativaen € 5% con un dato del 2.6Fc<3,35Ft
como en e 1% que expreso 2.6 Fc<5,49Ft no existiendo diferenciaaguna
En larelacion de hongos/dosis existe una diferencia significativa de 0.8Fc>2,96Ft en el 5% y

en el 1% obtuvo ninguna diferencia significativa de 0.8Fc>4,6Ft



Cuadro 17

Prueba DM S Al 5% Para & didmetro del micdio
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10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

9,40 9,40 9,40 9,40
8,70

753 757

3,97

3,53
, 3,47 3,17

BDO | BD1 | BD3 | BD2 | ODO | ADO | FDO | AD1 | FD1 | OD1 | FD2

a a a a b b b c c c c

2,50 2,33 2,20

1,63
1,27

FD3 | AD2 | OD2 | AD3 | OD3

c c c c d

Se puede observar en la prueba que los tratamientos FD3, AD2, AD3, OD2, OD3, ADS3, tienen

Elaboracién propia

una diferencia significativa con los deméas tratami entos teniendo un rango de 1,27cm a 2,50cm,

siendo los mejores tratamientos de inhibicién de crecimiento segin € andlisis estadistico por

accion del propdleo.

En lostratamientos BDO, BD1, BD3 BD2, con 9,4cm, tiene una diferencia significativa con los

demés tratamientos testigos mas significativos que estan en el rango A se puede decir que hubo

un mayor crecimiento siendo el mejor desarrollado en los hongos

No existiendo un crecimiento alto en los demas tratamientos siendo categorizados en € rango

deByC.
Siendo & mejor tratamientos las Dosis D3 con una dosis de propéleo de 5ml de prop6leo en los

4 hongos como la alternaria, el oidium, y el fusarium.
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Cuadro 18
Prueba DM S Al 5% para el didmetro del micelio delasdosisde propdleo alos 21 dias

8,00

7,28

7,00

6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00

DOSIS

En € factor dosis la dosis con mayor crecimiento fue la DO con un rango de A que le daasu
inhibicién siendo diferente de todos por su enorme crecimiento distinto delos demés apreciando
el crecimiento minimo en las dosis D3 siendo la més Optima junto con la D2 optando con €l
rango de B.

Los factores de dosis expresan que no existe diferencia entre las dosis D1 con 1,25ml de
propdleo, D2 con 2,5ml de propdleo y D3 con 5ml de propdleo

Expresando que lamejor dosis es la D3 con una inhibicion de crecimiento maxima por accion
del propdleo gracias a su poder antifungico también se puede recomendar la dosis D2 que no
expresa mucha diferencia de crecimiento en latabla.
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Cuadro 19
Prueba DM S Al 5% para € didmetro del micelio delos hongos a los 21 Dias

10,00
9,00
8,00
7,00
6,00

8,87

5,00 391 4,12
4,00

3,00
2,00
1,00
0,00

3,87

B B B
A

Elaboracion propia
Leyenda B=botrytis O=oidium F=fusarium A= alternaria
En e factor hongos en € que mas existio inhibicion fue la oidium y el fusarium siendo los
mejores controlados por € propdleo.
En la botrytis se pudo evidenciar que no manifestd una buena inhibicion significativa como la
aternaria y fusarium teniendo una diferencia significativa con los demas hongos segun el
analisis estadistico elaborado el meor hongo que obtuvo una positiva reaccion a propoleo fue
laaternaria.
El oidium mantuvo su efecto inhibidor como reaccion del hongo ante ladosis del propdleo
Discusion.
En los estudios de |a segunda replica se obtuvo resultados mas Optimos ante la primera replica
esto se debe ala experiencia obtenida en la primera, efecto que tuvo por laasepsiay lalimpieza
en e trabajo como lo menciona e trabajo de doctorado de Costa Rica Amparo Londofio 2010
guien enfatiza a las condiciones de un laboratorio de primer nivel, teniendo cepas en nuestro

trabajo el aislamiento y identificacion tuvo un cierto grado de complgidad
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Cuadro 20
Repeticion 2 Medicion alos5 dias
TRAT. REPLICAS )3 X
| I I

0oDO 2,1 2 2,2 2,10

oidium oD1 1,7 1,6 1,7 1,67
0oD2 0,7 0,9 0,8 0,80

oD3 0,3 0,3 0,3 0,30

FDO 1,6 1,7 1,8 1,70

fusarium  fp1 0,8 0,7 0,6 0,70
FD2 0,4 0,4 0,5 0,43

FD3 0,4 0,4 0,3 0,37

BDO 3,6 3,65 3,55 3,60

botrytis  BD1 1 0,9 1,05 0,98
BD2 0,5 0,4 0,4 0,43

BD3 0,4 0,3 0,3 0,33

ADO 1,7 1,9 2,2 1,93

alternaria  AD1 0,6 0,7 0,5 0,60
AD2 0,4 0,5 0,4 0,43

AD3 0,3 0,3 0,3 0,30

SBlog. 43,4 42,8 42 128,2 1,04

Elaboracion propia
En € caso de la aternaria no se manifestd ninglin crecimiento miceliar en € tratamiento D3A
siendo el mejor tratamiento con una media de 0,3cm. En el caso del testigo expreso unamedia
de crecimiento del 1,93cm siendo mayor que el crecimiento de ladosis D1A con unamedia de
0,60cm, el mayor crecimiento el DOAR3 con un tamario de 2,2cm
Labotrytistuvo un crecimiento maximo de BDO con 3,60cm y unaminimade BD3 con 0,33cm,
en el hongo fusarium obtuvo un crecimiento maximo de 1,70 cm en €l testigo y una minima de
FD3 con 0,37.
En e hongo oidium se manifesté una méximade 2,10cm en €l testigo y una minima de 0,30cm
en BD3
Discusion.
En e hongo fusarium se observo una disminucion en el crecimiento esto debido a propdleo
teniendo una excelente composicién quimicay fisicacomo lo menciona (manual de apicultura)
en la teoria que las abegjas lo utilizan para su defensa para sellar sus colmenas y mantener en
condiciones asépticas como también se lo utiliza en las personas que sufren diabetes y tienen
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heridas externas €l tratamiento consiste en colocar prop6leo sobre la parte af ectada, concluyendo
su capacidad aséptica es dptima.

Cuadro 21
Repeticion 2 TABLA DE ANOVA alosb5 dias

38,8 1,8 2,33
290,3 145,1 15,0 3,35 5,49 *x
38,0 2,5 0,3 2,08 2,83 NS
289,5 9,7 1,88 2,33
211,5 52,9 5,5 4,21 7,68 *
29,4 9,8 1,0 2,9 4,69 NS
144,0 12,0 1,2 2,9 4,6 NS
2,42

Elaboracién propia
Segun el andlisis estadistico nos arroja |os siguientes datos que en el factor dosis no existe una
diferencia significativa al 5% con un dato de 1.0Fc>2,9Ft no existe diferencia significativa al
1% donde no existe diferencia significativa de 1.0Fc>4,69Ft.
En e factor de hongos se observé una diferencia significativa en € factor hongos con un dato
de 5.5Fc>4,21Ft a 5% como también en el 1% se pudo obtener un dato de 5,5Fc>7,68Ft no
existiendo significativamente diferencia.
En los tratamiento no se obtuvo a 5% una diferencia significativa del 0.3Ft5%<2,5Fc y a
0.3Ft1%<2,5Fc siendo significativamente diferente
Enlosblogues existié unadiferenciasignificativaen el 5% con un dato del 15,0Fc<3,35Ft como
en e 1% que expreso 15,0Fc<5,49Ft existiendo diferencia significativa en |os dos porcentgjes.
En larelacion de hongos/dosis no existe una diferencia significativa de 1,2Fc>2,96Ft en el 5%
y en e 1% obtuvo ninguna diferencia significativa de 1,2Fc>4,6Ft
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Cuadro 22
Prueba DM S Al 5% Para El Didmetro Del Micelio
4,00
3,60
3,50
3,00
2,50
2,10
2,00 193
170 467
1,50
1,00
0,80 070
0,43
FTEEEET
0,00 ﬂ
BDO | OD1 | ADO | FDO 001 BD1 oD2 FD1 AD1 AD2 | BD2 | FD2 | FD3 | BD3 | AD3 | OD3
ABBBBBBBBBBbBBBB

Elaboracion propia
Se puede observar en la prueba que los tratamientos FD3, AD3, OD3, BD3 tienen una
diferencia significativa con los demés tratamientos teniendo un rango de 0,37cm a 0,30cm,
siendo |os mejores tratamientos de inhibicidn de crecimiento segin el andlisis estadistico por
accion del propol eo.
En los tratamientos BDO, ODO, OD1, FDO, con 3,6 a1,67cm de rango, tiene una diferencia
significativa con los deméas tratamientos testigos més significativos que estén en el rango A se
puede decir que hubo un mayor crecimiento siendo €l mejor desarrollado en los hongos
No existiendo un crecimiento alto en los demas tratamientos siendo categorizados en € rango
deB.
Siendo €l mejor tratamientos las Dosis D3 con una dosis de propoleo de 5ml de propdleo en

los 4 hongos como la alternaria, €l oidium, y € fusarium.




Cuadro 23
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Prueba DM S Al 5% para el diametro de micelio delasdosis de propdleo alos 5 dias

2,50

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00

1,98
1,27
0,53
0,33
a a b b
DOSIS DO DI D2 D3

Elaboracion propia

En el factor dosis la dosis con mayor crecimiento fue la DO con un rango de A que le daa su

inhibicion siendo diferente de todos por su enorme crecimiento distinto de los demaés apreciando

el crecimiento minimo en las dosis D3 siendo la mas Optima junto con la D2 optando con €

rango de B.

Los factores de dosis expresan gque no existe diferencia entre las dosis D1 con 1,25ml de

propdleo, D2 con 2,5ml de propdleo y D3 con 5ml de propdleo

Expresando que la mejor dosis es la D3 con unainhibicién de crecimiento méaxima por accion

del propdleo gracias a su poder antifungico también se puede recomendar la dosis D2 que no

expresa mucha diferencia de crecimiento en latabla.
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Cuadro 24
Prueba DM S Al 5% Para El Diametro Del Micelio DeLosHongos A Los5 Dias

a a a d

HONGOS B 0] F A

RANGO

Leyenda B=botrytis O=oidium F=fusarium A= alternaria

En el factor hongos en el que maés existio inhibicion fue la alternaria'y € fusarium siendo los
mejores controlados por e propdleo.

En la botrytis se pudo evidenciar que no manifestd una buena inhibicion significativa como la
aternaria y fusarium teniendo una diferencia significativa con los demas hongos segun el
analisis estadistico elaborado el meor hongo que obtuvo una positiva reaccion a propoleo fue
laaternaria.

La aternaria mantuvo su efecto inhibidor como reaccion del hongo ante ladosis del propdleo
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Cuadro 25
Repeticion 2 Medicion alos 14 dias

oD1 1,2 1 1,2 3,4 1,13
0D2 0,5 0,4 0,4 1,3 0,43
0oD3 0,3 0,3 0,3 0,9 0,30
FDO 3,9 4 4 11,9 3,97
FD1 1,8 1,7 1,9 5,4 1,80
FD2 1,2 1,3 1,3 3,8 1,27
FD3 0,8 0,8 0,7 2,3 0,77
BDO 9 8,7 8,6 26,3 8,77
BD1 5,9 5,7 5,8 17,4 5,80
BD2 4,4 4,4 4,4 13,2 4,40
BD3 3,1 3,1 2,9 9,1 3,03
ADO 3,9 4,1 3,7 11,7 3,90
AD1 1,2 1,2 1,5 3,9 1,30
AD2 0,8 0,8 0,9 2,5 0,83
AD3 0,6 0,6 0,5 1,7 0,57

;l SBlog. 43,4 42,8 42 128,2 2,66

Elaboracién propia

En € caso de la alternaria no se observé ningln crecimiento miceliar en € tratamiento D3A
siendo este e mejor tratamiento con unamediade 1,7cm y un diametro méximo de 0,6cm y un
didmetro minimo 0,5cm.

De acuerdo alos datos obtenidos, como se observaen € cuadro 25 el crecimiento miceliar alos
14 dias &l hongo botrytis se pudo observar que el testigo tiene unamediasignificativade 8,77cm
con € tratamiento D1B con unamediade 5,80cm en el caso del tratamiento D2B su crecimiento

miceliar de media es 4,40cm.

En lamedicion de la dosis D2Fse observo un incremento de igual manerala mediafue 1,27cm
tomando en cuenta que la dosis fue mucho menor ala D3F siendo el mejor tratamiento para e
hongo fusarium la dosis D3F, € testigo tuvo un crecimiento con mucha significancia a los
tratamientos siendo efectivaslasdosis, el mayor crecimiento se desarroll6 en el DOFR1 teniendo

un 4,2 cm total del tamano.
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Cuadro 26
Repeticion 2 TABLA DE ANOVA alos 14 dias

1,8 2,33
1,1 0,1 3,35 5,49 NS
35,6 3,8 2,08 2,83 *x
9,3 1,88 2,33
372,7 39,9 4,21 7,68 *x
39,1 4,2 2,9 4,6 NS
70,0 7,5 2,96 4,6 *x
2,42

Elaboracién propia
Segun el andlisis estadistico nos arroja los siguientes datos que en el factor dosis no existe una
diferencia significativa a 5% con un dato de 4.2Fc>2,9Ft no existe diferencia significativa a
1% donde no existe diferencia significativa de 4.2Fc>4,69Ft.
En e factor de hongos se observo una diferencia significativa en el factor hongos con un dato
de 39.9Fc>4,21Ft d 5% como también en & 1% se pudo obtener un dato de 39.9Fc>7,68Ft no
existiendo significativamente diferencia.
En los tratamiento se obtuvo a 5% una diferencia significativa del 2,08Ft5%<3,8Fc y a
2,83Ft1%<3,8Fc siendo significativamente diferente en los dos porcentajes de la tabla.
En los bloques no existio una diferencia significativa en el 5% con un dato del 1,0Fc<3,35Ft
como en e 1% que expreso 1,0Fc<5,49Ft no existiendo diferencia significativa en los dos
porcentajes.
En larelacion de hongos/dosis existio una diferencia significativa de 7.5Fc>2,96Ft en el 5%y
en e 1% obtuvo una diferencia significativa de 7.5Fc>4,6Ft.
Siendo necesario hacer la pruebade MDS para determinar cua serdel mejor tratamiento y dosis
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Cuadro 27
Prueba DM S Al 5% Para el didmetro del micdlio delasdosisde propdleo alos 14 dias

3,60
' 2,10
' 4 0,60

043 043 043 037 g3,
Ve

BDO | OD1 | ADO | FDO | OD1 | BD1 |OD2 | FD1 | AD1 | AD2 | BD2 | FD2 | FD3 | BD3 | AD3 | OD3

Elaboracion propia

Se puede observar en la prueba que los tratamientos FD3, AD3, OD3, OD2, tienen una
diferencia significativa con los demas tratamientos teniendo un rango de 0,77cm a 0,30cm
siendo los mejores tratamientos de inhibicion de crecimiento segin €l andlisis estadistico por
accion del propoleo.

En los tratamientos BDO, ODO, BD2, FDO, BD1, con 8,77cm a 3,90cm de rango, tiene una
diferencia significativa con los demas tratamientos testigos mas significativos que estan en €
rango A se puede decir que hubo un mayor crecimiento siendo el mejor desarrollado en los
hongos

No existiendo un crecimiento ato en los demas tratamientos siendo categorizados en €l rango
deB.

Siendo €l mejor tratamientos las Dosis D3 con una dosis de propéleo de 5ml de propdleo en los
4 hongos como la alternaria, € oidium, y & fusarium.
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Cuadro 28
Prueba DM S Al 5% Para el diametro del micelio delasdosis de propodleo a los 14 dias

2,50

1,98

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00 |

DOSIS |

Fuente propia

En € factor dosis la dosis con mayor crecimiento fue la DO con un rango de A que le daasu
inhibicion siendo diferente de todos por su enorme crecimiento distinto de los demas apreciando
el crecimiento minimo en las dosis D3 siendo la méas éptima junto con la D2 optando con €
rango de B.

Los factores de dosis expresan que no existe diferencia entre las dosis D1 con 1,25ml de
propdleo, D2 con 2,5ml de propdleo y D3 con 5ml de propdleo

Expresando que lamejor dosis es la D3 con una inhibicion de crecimiento maxima por accion
del propdleo gracias a su poder antifungico también se puede recomendar la dosis D2 que no

expresa mucha diferencia de crecimiento en latabla.
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Cuadro 29
Prueba DM S Al 5% para €l didmetro del micelio delos hongos alos 14 dias

1,60

1,40 1,34

1,22

1,20

1,00
0,80 0,82

0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

N

o

B F

Leyenda B=botrytis O=oidium F=fusarium A= alternaria

En el factor hongos en el que maés existio inhibicion fue la alternariay € fusarium siendo los
mejores controlados por € propdleo.

En la botrytis se pudo evidenciar que no manifestd una buena inhibicion significativa como la
alternaria y fusarium teniendo una diferencia significativa con los demas hongos segun €l
analisis estadistico elaborado el mejor hongo que obtuvo una positiva reaccion a propoleo fue
laalternaria.

La aternaria mantuvo su efecto inhibidor como reaccion del hongo ante la dosis del propdleo.

Discusion
Se pudo evidenciar la capacidad antifungica del propdleo en los tratamientos hechos por ende

se puede decir que tiene una capacidad inhibidora.

En el caso delabotrytis se puede evidenciar que controlo igual que el oidium yaquealos4 dias

seco a hongo en su totalidad siendo positivo para el estudio.
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Cuadro 30
Repeticion 2 Medicion alos 21 dias

TRAT. REPLICAS s X
| I 1
0DO 4,8 4,6 4,2 13,6 4,53
. oD1 1,6 1,3 1,2 4,1 1,37
SN () 0,5 0,5 0,3 1,3 0,43
0D3 0,3 0,3 0,4 1 0,33
FDO 8,1 8,4 8,6 25,1 8,37
FD1 4,5 4,3 4,1 12,9 4,30
(USSR ) 3,1 3,2 3,4 9,7 3,23
FD3 1,5 1,3 1,7 4,5 1,50
BDO 9,4 9,4 9,4 28,2 9,40
BD1 9,4 9,4 9,4 28,2 9,40
BOMVEISEN 1)) 9,4 9,4 9,4 28,2 9,40
BD3 9,4 9,4 9,4 28,2 9,40
ADO 7.8 7,9 7.6 23,3 7,77
AD1 4,3 4,6 4,5 13,4 4,47
alternaria™s ., 2,2 2,5 23 7 2,33
AD3 1,6 1,8 1,5 4,9 1,63
SBlog. 43,4 42,8 42 128,2 4,87

Elaboracion propia

En lamedicion de la dosis DF2 sostuvo un incremento de igual manera la media fue 2,20cm
tomando en cuenta que la dosis fue mucho menor ala DF3 con unamedia de 1,27cm, €l mejor
tratamiento para el hongo fusarium la dosis DF3, € testigo obtuvo un crecimiento con mucha
significancia a los tratamientos siendo efectivas las dosis, e mayor crecimiento hubo en €
DOFR1teniendo un 7,7cm total del tamario.

Ladosis D1Oaprecio una media general de crecimiento de 3,47cm mucho menor alamediade
DO0O que es 8,83cm € crecimiento de hongos que tuvieron la dosis de propdleo son inferiores
al testigo, teniendo un crecimiento mayor de todos es el DOOR1 con 9,4 cm.

El menor crecimiento que se observé en € testigo en el décimo cuarto dia fue la R30 con un
diametro de 8,9cm, e R20 manifestd un crecimiento de 8,2cm de diametro y € maximo

crecimiento que fue DOOR1 con 9,4cm.
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De acuerdo a los datos obtenidos, como se observa en e cuadro el crecimiento miceliar alos
vigésimo primeros dias € hongo botrytis se pudo observar que € testigo tiene una media
significativa de 9,4cm compl etando en todos los tratamientos el crecimiento del micelio con una

medicion de 9,4cm.

Cuadro 31

Repeticion 2 TABLA DE ANOVA alos 21 dias
Fv Gl SC c™m Fc Fr 5% Fr1% DF
TOTAL 47 561,2 1,8 2,33
BLOQUES 2 794,4 397,2 1,5 a§ss 5,49 NS
TRATA 15 7505,5 500,4 1,9 2,08 2,83 NS
ERROR 30 7738,7 258,0 1,88 2,33
Fact. hongos 4 4928,1 1232,0 4,8 4,21 7,68
Fact. dosis 3 129,3 43,1 0,2 2,96 4,69 NS
hongos/dosis 12 2706,7 225,6 0,9 2,96 4,6 NS
cv 12,53

Elaboracion propia
Seguin €l andlisis estadistico nos arroja los siguientes datos que en el factor dosis no existe una
diferencia significativaa 5% con un dato de 0,2Fc>2,9Ft no existe diferencia significativa
1% donde no existe diferencia significativa de 0.2Fc>4,69Ft.
En e factor de hongos se observé una diferencia significativa en € factor hongos con un dato
de 4,8Fc>4,21Ft al 5% como también en & 1% se pudo obtener un dato de 4,8Fc>7,68Ft no
existiendo significativamente diferencia.
En los tratamiento se obtuvo a 5% una diferencia significativa del 2,08Ft5%<1.9Fc y a
2,83Ft1%<1.9Fc siendo significativamente diferente en los dos porcentgjes de latabla.
En los blogues no existio una diferencia significativa en el 5% con un dato del 1,5Fc<3,35Ft
como en e 1% que expreso 1,5Fc<5,49Ft no existiendo diferencia significativa en los dos
porcentajes.
En larelacion de hongos/dosis no existio una diferencia significativa de 0.9Fc>2,96Ft en el 5%
y en € 1% obtuvo ningunadiferencia significativa de 0.9Fc>4,6Ft.

Siendo necesario hacer la prueba de MDS para determinar cual serael mejor tratamiento y dosis



93

Cuadro 32
Prueba DM S Al 5% Para el diametro del micelio delasdosis de propdleo alos 21 dias

10,00 9,40 9,40 9,40 9,40

9,00 8,37
500 7,77
7,00
6,00
5,00 453 4,47 43
4,00 323
3,00 2,33

2,00 163 1,50 137

1,00 043 0,33

0,00
BDO | BD1 | BD2 | BD3 | FDO | ADO | ODO | AD1 | FD1 | FD2 | AD2 | AD3 | FD3 | OD1 | OD2 | OD3

A A A A B B C C C Ccb D D D D DF | DF

Se puede observar en la prueba que los tratamientos FD3, OD1, OD3, OD2, FD3, AD3 tienen
una diferencia significativa con los demas tratamientos teniendo un rango de 1,63cm a 0,33cm
, sSiendo los mejores tratamientos de inhibicion de crecimiento seguin el andlisis estadistico por
accion del propoleo.

Enlostratamientos BDO, ODO, BD2, FDO, BD1, BD3, ADO con 9,4cm a7,77cm derango, tiene
una diferencia significativa con los demés tratamientos testigos més significativos que estan en
el rango A se puede decir que hubo un mayor crecimiento siendo el mejor desarrollado en los
hongos

No existiendo un crecimiento alto en los demas tratamientos siendo categorizados en €l rango
deB.

Siendo & mejor tratamientos las Dosis D3 con una dosis de propéleo de 5ml de prop6leo en los
4 hongos como la aternaria, €l oidium, y e fusarium.
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Cuadro 33
Prueba DM S Al 5% Para el diametro del micelio delasdosisde propdéleo alos 21 dias

8,00 7,52
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00

1,00

0,00

DOSIS

Elaboracién propia
En € factor dosis la dosis con mayor crecimiento fue la DO con un rango de A que le daasu
inhibicidén siendo diferente de todos por su enorme crecimiento distinto de los demés apreciando
el crecimiento minimo en las dosis D3 siendo la mas dptima junto con la D2 optando con €
rango de B.
Los factores de dosis expresan que no existe diferencia entre las dosis D1 con 1,25ml de
propdleo, D2 con 2,5ml de propdleo y D3 con 5ml de propdleo
Expresando que la mejor dosis es la D3 con una inhibicién de crecimiento maxima por accion
del propdleo gracias a su poder antifungico también se puede recomendar la dosis D2 que no

expresa mucha diferencia de crecimiento en latabla
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Cuadro 34
Prueba DM S Al 5% Para el diametro del micelio deloshongosalos 21 dias

10,00 9,40
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00

RANGO

HONGOS

Leyenda B=botrytis O=oidium F=fusarium A= alternaria elaboracion propia

En € factor hongos en el que mas existio inhibicion fue la alternariay e fusarium siendo los
mejores controlados por €l propol eo.

En la botrytis se pudo evidenciar que no manifesté una buena inhibicion significativa como la
aternaria y fusarium teniendo una diferencia significativa con los demas hongos segun el
analisis estadistico elaborado el mejor hongo que obtuvo una positiva reaccion a propoleo fue
laaternaria.

La aternaria mantuvo su efecto inhibidor como reaccion del hongo ante la dosis del propdleo.
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4.1.3. PORCENTAJESDE INHIBICION DE LOSHONGOS.
Setomo los dias 5,14, 21 para el porcentge de crecimiento

Cuadro 35
Por centaje deinhibicion alos5 dias Replica 1
TRAT. REPLICAS )3 X
| Il 1]
e oD1 10,00 9,52 18,18 37,71 12,57
0oD2 60,00 57,14 68,18 185,32 61,77
oD3 80,00 80,95 81,82 242,77 80,92
FD1 40,00 37,50 55,56 133,06 44,35
fusarium FD2 53,33 62,50 66,67 182,50 60,83
FD3 80,00 75,00 83,33 238,33 79,44
BD1 57,14 50,00 57,58 164,72 54,91
botrytis BD2 80,00 75,00 72,73 227,73 75,91
BD3 91,43 90,63 90,91 272,96 90,99
AD1 46,67 47,06 37,50 131,23 43,74
alternaria  Ap» 60,00 70,59 56,25 186,84 62,28
AD3 80,00 82,35 81,25 243,60 81,20
SBlog. 738,571429 738,244048 769,949495 2246,76497 62,41
cv 7,26

Elaboracion propia

En e cuadro nos muestra los resultados del porcentaje de inhibicién de los hongos alos 5 dias
de la siembra en los medios de cultivos, obteniendo € mayor porcentgje de inhibicion en los
tratamientos BD3 con una media de 90,99% de inhibicién de micelio del hongo botrytis

En el hongo oidium e mejor porcentaje de inhibicion fue con un 80.92 % de media, seguido
del hongo fusarium siendo €l mayor porcentaje de 79,44% de mediadel porcentaje deinhibicion
de micdlio., en € caso de laalternaria obtuvo un mayor porcentaje de inhibicion del 81,80% de

media
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Cuadro 36
Tabla deanova del porcentajedeinhibicion alos5 dias

16279,2
2 55,3 27,6 1,3 3,35 549 NS
15 15608,7 1040,6 50,7 2,08 2,83 **
30 615,2 20,5 1,88 2,33
4 2223,7 555,9 27,1 4,21 7,68 **
3 11886,8 3962,3 193,2 2,96 4,69 **
12 1498,2 124,9 6,1 2,96 4,6 **

Elaboracién propia

En el factor dosis no existe una diferencia significativa al 5% con un dato de 193,2Fc>2,9Ft
existe diferenciasignificativa, al 1% donde existe diferencia significativa de 193,2Fc>4,69Ft.

En e factor de hongos se observ6 una diferencia significativa en el factor hongos con un dato
de 27,1Fc>4,21Ft a 5% como también en el 1% se pudo obtener un dato de 27,1Fc>7,68Ft

existiendo significativamente diferencia.

En los tratamiento se obtuvo a 5% una diferencia significativa del 50,7Ft5%<1.9Fc y a
50,7Ft1%<1.9Fc siendo significativamente diferente en los dos porcentajes de la tabla.

En los bloques no existioé una diferencia significativa en € 5% con un dato del 1,3Fc<3,35Ft
como en e 1% que expreso 1,3Fc<5,49Ft no existiendo diferencia significativa en los dos

porcentajes.

En larelacion de hongos/dosis existio una diferencia significativa de 6.9Fc>2,96Ft en el 5%y
en € 1% obtuvo diferencia significativa de 6.9Fc>4,6Ft.

Siendo necesario hacer la pruebade MDS para determinar cua serdel mejor tratamiento y dosis
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Cuadro 37
Prueba De MDS del porcentaje deinhibicion alos5 diasdela siembra

100,00

90,00
81,20 80,92 7944
80,00 ’ 75,91

90,99

70,00 62,28 61,77 60,83

60,00 54,91

50,00 44,35 43,74
40,00
30,00
20,00 12,57
10,00

0,00
RANGO| A B B B C C C D DE E F F

TRAT | BD3 | AD3 | OD3 | FD3 | BD2 | AD2 | OD2 | FD2 | BD1 | FD1 | AD1 | OD1

Se puede observar en lapruebaquelostratamientos FD1, BD1, OD1, AD1 tienen unadiferencia
significativa con los demés tratamientos teniendo un rango de 12,57% a 54,91% de inhibicion
de micelio, siendo los mejores tratamientos de inhibicion de crecimiento seglin e andlisis
estadistico por accion del propoleo.

En los tratamientos BD3, OD3, BD2, FD3, AD3 con 90,99% a 79,44% de rango, tiene una
diferencia significativa con los demés tratamientos testigos més significativos que estan en el
rango A y B se puede decir que hubo un mayor crecimiento siendo el mejor desarrollado en los
hongos

Siendo & mejor tratamientos las Dosis D3 con una dosis de propéleo de 5ml de prop6leo en los
4 hongos como la aternaria, €l oidium, botrytis y el fusarium.
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Cuadro 38
Prueba DM S Al 5% para € porcentaje de crecimiento del micelio delasdosisde
propodleo alos5 dias

30,00 83,14
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

RANGO
DOSIS

Elaboracién propia

En el cuadro se puede interpretar que lamejor dosis es la D3 que contiene 5ml de propdleo en
la dosis siendo la mejor inhibidora de crecimiento en porcentgje con un dato de 83,14% de
inhibicién, teniendo un porcentgje similar en ladosis D2 con un contenido de 2,5ml de propéleo
teniendo un porcentaje de inhibicion de 65,20% y ladosis minimaque eslaD1 con un contenido
de 1,25ml de propoleo con un porcentgje de inhibicidn de 38,89%.

Siendo la mejor dosis la D3 y D2 manifestando su accién sobre los hongos estudiados en la

investigacion.
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Cuadro 39
Prueba DM S Al 5% Para el porcentaje de crecimiento del micelio delos hongos de
propoleo alos5 dias

50,00 46,16 46,81 46,81

45,00

40,00 38,82

35,00

30,00

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

0,00
RANGO A B B B
HONGOS ‘ 0] ‘ F ‘ B ‘ A

Elaboracién propia
En el factor hongos en el que més existio inhibicidn fue la oidium siendo el mejor controlado
por el propdleo.
En la botrytis se pudo evidenciar que no manifesté una buenainhibicion significativa como la
alternaria y fusarium teniendo una diferencia significativa con los demés hongos segun el
andlisis estadistico elaborado € mejor hongo que obtuvo una positiva reaccion a propoleo fue
laalternaria.
La alternaria mantuvo no manifestd reaccion del hongo ante la dosis del propdleo como el

hongo oidium.



TRAT.

OoD1
0oD2
OD3

FD1
fusarium ED2

oidium

FD3
BD1
Botrytis BD?2
BD3
AD1
AD2
AD3

>Blog.

alternaria

Cuadro 40

Por centajes de inhibicion alos 14 dias Replica 1

66,67
89,58
93,75
65,91
72,73
81,82
37,08
50,56
67,42
69,23
79,49
84,62
858,84

REPLICAS

[
71,74
89,13
93,48
66,67
69,05
85,71
37,93
47,13
64,37
71,43
80,95
85,71

863,30

i
71,43
92,86
90,48
65,85
65,85
82,93
33,72
48,84
66,28
60,53
76,32
86,84

841,92

209,83
271,57
277,70
198,43
207,63
250,46
108,73
146,53
198,06
201,19
236,76
257,17
2564,06

101

69,94
90,52
92,57
66,14
69,21
83,49
36,24
48,84
66,02
67,06
78,92
85,72
71,22

Elaboracion propia

En & cuadro nos muestra los resultados del porcentgje de inhibicion de los hongos alos 14 dias

de la siembra en los medios de cultivos, obteniendo €l mayor porcentgje de inhibicion en los

tratamientos BD3 con una media de 66.02% de inhibicién de micelio del hongo botrytis

En el hongo oidium e mejor porcentagje de inhibicion fue con un 92,57 % de media, seguido

del hongo fusarium siendo €l mayor porcentaje de 83.49% de mediadel porcentgje deinhibicién

de micelio, en € caso de laaternaria obtuvo un mayor porcentaje de inhibicion del 85,72% de

media
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Cuadro 41
Tabladeanova alos 14 dias

47,00 9309,03

2,00 21,21 10,60 2,23 3,35 5,49 NS
15,00 9145,11 609,67 128,15 2,08 2,83 **
30,00 142,72 4,76 1,88 2,33

4,00 5815,91  1453,98 305,63 4,21 7,68 **

3,00 2938,45 979,48 205,89 2,96 4,69 **
12,00 390,75 32,56 6,84 2,96 4,60 **

3,06

Elaboracién propia

Al establecer €l andlisis de variancia para el porcentgje de regeneracion, (Cuadro N° 41). En e
factor dosis no existe una diferencia significativa a 5% con un dato de 205.89Fc>2,9Ft existe
diferenciasignificativa, a 1% donde existe diferencia significativa de 205.89Fc>4,69Ft.

En e factor de hongos se observ6 una diferencia significativa en el factor hongos con un dato
de 305.63Fc>4,21Ft al 5% como también en el 1% se pudo obtener un dato de 305.63Fc>7,68Ft
existiendo significativamente diferencia.

En los tratamiento se obtuvo al 5% una diferencia significativa del 50,7Ft5%<128.15Fc y a
50,7Ft1%<128.15Fc siendo significativamente diferente en los dos porcentajes de la tabla.

En los blogues no existio una diferencia significativa en el 5% con un dato del 2,23Fc<3,35Ft
como en e 1% que expreso 2,23Fc<5,49Ft no existiendo diferencia significativa en los dos
porcentajes.

En larelacion de hongos/dosis existio una diferencia significativade 6.83Fc>2,96Ft en el 5% y
en e 1% obtuvo diferencia significativa de 6.83Fc>4,6Ft.
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Cuadro 42
Prueba De MDS del porcentaje deinhibicion alos5 diasdela siembra
100,00
92,57 g9,57
90,00 8572 g3 49
78,92
80,00
69,94 69,21
70,00 67,06 66,14 66,02
60,00
48,84
50,00
40,00 36,24
30,00
20,00
10,00
0,00
RANGO| A A B B C D D D D E F F
TRAT | OD3 | OD2 | AD3 | FD3 | AD2 | OD1 | FD2 | AD1 | FD1 | BD3 | BD2 | BD1

Elaboracién propia
Se puede observar en lapruebaque lostratamientos BD2, BD1, OD1, FD1 tienen unadiferencia
significativa con los demés tratamientos teniendo un rango de 36.24% a 66.02% de inhibicion
demicelio.
En los tratamientos BD3, OD3, BD2, FD3, AD3 con 92,57% a 90,52% de rango, tiene una
diferencia significativa con los demés tratamientos testigos més significativos que estén en el
rango A se puede decir que en los hongos siendo los mejores tratamientos de inhibicion de
crecimiento segun el analisis estadistico por accion del propdleo
Siendo el mejor tratamientos las Dosis D3 con una dosis de propéleo de 5ml de propdleo en los

4 hongos como la aternaria, €l oidium, botrytis y el fusarium.
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Cuadro 43
Prueba DM S Al 5% Para €l porcentaje de crecimiento del micelio delasdosisde
propoleo alos 14 dias

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

88,08

RANGO

DOSIS

Elaboracién propia

En el cuadro se puede interpretar que la mejor dosis es la D3 que contiene 5ml de propdleo en
la dosis siendo la mejor inhibidora de crecimiento en porcentgje con un dato de 83,14% de
inhibicion, teniendo un porcentagje similar en ladosis D2 con un contenido de 2,5ml de propéleo
teniendo un porcentaje de inhibicién de 65,20% y ladosis minimaque esla D1 con un contenido

de 1,25ml de propdleo con un porcentgje de inhibicion de 38,89%.

Siendo la mejor dosis la D3 y D2 manifestando su accion sobre los hongos estudiados en la

investigacion.
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Cuadro 44
Prueba DM S Al 5% para el porcentaje de crecimiento del micelio delos hongos de
propoleo alos 14 dias

64,00 63,26
62,00
60,00
58,00
56,00
54,00

52,00

50,00
RANGO

HONGOS

Elaboracién propia

En € factor hongos en el que més existié inhibicion fue la oidium siendo €l mejor controlado
por e propdleo con un 38,82% de inhibicidn de crecimiento.

En la botrytis se pudo evidenciar que no manifesté una buena inhibicion significativa como la
aternaria y fusarium teniendo una diferencia significativa con los demas hongos segun €l
analisis estadistico elaborado el meor hongo que obtuvo una positiva reaccion a propoleo fue
laalternaria.

Laadlternaria, botrytis y fusarium no manifestaron reaccion del hongo ante la dosis del propdleo
como el hongo oidium con relacion de 46,81>38,82.
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Cuadro 45
Por(_:entg'%de inhibicion alos 21 dias R@Iica 1

oD1 60,64 61,80 59,76 182,19 60,73
oD2 75,53 74,16 75,61 225,30 75,10
=| oD3 87,23 88,76 80,49 256,49 85,50
=| FD1 51,95 48,61 53,62 154,18 51,39
=| FD2 59,74 55,56 53,62 168,92 56,31
FD3 67,53 68,06 60,87 196,46 65,49

i BD1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

| BD2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

/| BD3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

AD1 46,25 47,14 48,68 142,08 47,36
=| AD2 72,50 64,29 69,74 206,52 68,84
=| AD3 80,00 74,29 80,26 234,55 78,18
=I SBlog. 601,38 582,66 582,65 1766,68 49,07

En & cuadro nos muestralos resultados del porcentaje de inhibicién delos hongos alos 21 dias
de la siembra en los medios de cultivos, obteniendo € porcentgje de inhibicién en los
tratamientos BD3 con una media de 0% de inhibicion de micelio del hongo botrytis

En e hongo oidium & mejor porcentaje de inhibicion fue con un 85.50 % de media, seguido
del hongo fusarium siendo €l mayor porcentaje de 65.49% de mediadel porcentgje deinhibicion
de micelio, en el caso de laaternaria obtuvo un mayor porcentaje de inhibicion del 78.18% de
media.
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Cuadro 46
Tabla De Anova A Los 21 Dias

Fv gl SC c™M Fc Fr 5% Fr1%

TOTAL 47,00 32965,30 1,80 2,33
BLOQUES 2,00 19,47 9,73 1,97 3,35 5,49 NS
TRATA 15,00 32797,61 2186,51 442,57 2,08 2,83 **
ERROR 30,00 148,21 4,94 1,88 2,33
Fact. hongos 4,00 30063,96 7515,99 1521,30 4,21 7,68 **
Fact. dosis 3,00 1838,29 612,76 124,03 2,96 4,69 **
hongos/dosis 12,00 895,36 74,61 15,10 2,96 4,60 **
cv 4,53

Elaboracion propia

En el factor dosis no existe una diferencia significativa a 5% con un dato de 124,03Fc>2,9Ft
existe diferenciasignificativa, a 1% donde existe diferencia significativa de 124,03Fc>4,69Ft.

En e factor de hongos se observé una diferencia significativa en el factor hongos con un dato
de 1521,30>4,21Ft al 5% como también en el 1% se pudo obtener un dato de 1521,30Fc>7,68Ft

existiendo significativamente diferencia.

En los tratamiento se obtuvo a 5% una diferencia significativa del 50,7Ft5%<442,57Fc y a
50,7Ft1%<442,57Fc siendo significativamente diferente en los dos porcentajes de la tabla.

En los bloques no existié una diferencia significativa en el 5% con un dato del 1.97Fc<3,35Ft
como en e 1% que expreso 1.97Fc<5,49Ft no existiendo diferencia significativa en los dos

porcentajes.

En larelacion de hongos/dosis existié una diferencia significativa de 15.10Fc>2,96Ft en € 5%
y en e 1% obtuvo diferencia significativa de 15.10Fc>4,6Ft.
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Cuadro 47
Prueba De MDS Del Porcentaje deinhibicién alos 21 diasdelasiembra

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00

RANGO| A B E

TRAT | OD3 | OD2 | AD3 | FD3 | AD2 | OD1 BD1

Fuente propia
Se puede observar en la prueba que los tratamientos BD2, BD1, BDS3, perdieron en su totalidad
EL efecto inhibidor con un porcentaje de 0%
En lostratamientos OD3, OD2, AD3, FD3 con 85.50% a 68.84% de rango, tiene una diferencia
significativa con los demas tratamientos testigos mas significativos que estan en el rango A se
puede decir que en los hongos siendo los mejores tratamientos de inhibicién de crecimiento
segun el analisis estadistico por accion del propoleo
Siendo & mejor tratamientos las Dosis D3 con una dosis de propéleo de 5ml de propoleo en los
4 hongos como la aternaria, e oidium, botrytis y el fusarium.
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Cuadro 48

Prueba DM S Al 5% para el porcentaje de crecimiento del micelio delasdosisde
propodleo alos 21 dias

90,00
80,00
70,00

76,90

60,00
50,06

50,00
39,87
40,00
30,00
20,00

10,00

0,00
RANGO |

e

DOSIS | D3 | D2 | D1 |
Fuente propia

En e cuadro se puede interpretar que la mejor dosis es la D3 que contiene 5ml de propoleo en
la dosis siendo la mejor inhibidora de crecimiento en porcentaje con un dato de 76.90% de
inhibicién, teniendo un porcentagje similar en ladosis D2 con un contenido de 2,5ml de propdleo
teniendo un porcentaje de inhibicion de 50.06% y ladosis minimaque eslaD1 con un contenido

de 1,25ml de propdleo con un porcentagje de inhibicion de 39.87%.

Siendo la mejor dosis la D3 y D2 manifestando su accion sobre los hongos estudiados en la

investigacion.
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Prueba DM S al 5% para el porcentaje de crecimiento del micelio delos hongos de

propoleo alos 21 dias

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

RANGO
HONGOS

55,33

Fuente propia

En el factor hongos en el que més existio inhibicidn fue la oidium siendo el mejor controlado

por e propdleo con un 38,82% de inhibicidn de crecimiento.

En la botrytis se pudo evidenciar que no manifesté una buenainhibicion significativa como la

aternaria y fusarium teniendo una diferencia significativa con los demas hongos segun el

andlisis estadistico elaborado € mejor hongo que obtuvo una positiva reaccion al propoleo fue

laaternaria

Laalternaria, botrytisy fusarium no manifestaron reaccion del hongo ante la dosis del propdleo

como €l hongo oidium con relacion de 46,81>38,82.
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Cuadro 50
Por centajesdeinhibicion alos5 diasreplica 2

]
ﬁ | I m
19,05 20,00 22,73 61,77 20,59
- 66,67 55,00 63,64 185,30 61,77
85,71 85,00 86,36 257,08 85,69
- 50,00 58,82 66,67 175,49 58,50
75,00 76,47 72,22 223,69 74,56
- 75,00 76,47 83,33 234,80 78,27
72,22 75,34 70,42 217,99 72,66
- 86,11 89,04 88,73 263,88 87,96
88,89 91,78 91,55 272,22 90,74
64,71 63,16 77,27 205,14 68,38
76,47 73,68 81,82 231,97 77,32
82,35 84,21 86,36 252,93 84,31
= 842,18 848,98 891,11 2582,27 71,73

Fuente propia

En e cuadro nos muestra los resultados del porcentaje de inhibicién de los hongos alos 5 dias
de la siembra en los medios de cultivos, obteniendo € porcentgje de inhibicién en los

tratamientos BD3 con una media de 90,74% de inhibicion de micelio del hongo botrytis

En el hongo oidium & mejor porcentaje de inhibicion fue con un 85.69 % de media, seguido
del hongo fusarium siendo el mayor porcentaje de 78.27% de mediadel porcentgje deinhibicion
de micelio, en el caso de laaternaria obtuvo un mayor porcentgje de inhibicién del 84.31% de
media.
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Cuadro 51

Tablade Anovaalos5 dias
Fv gl SC CcM Fc Fr 5% Fr1%
TOTAL 47,00 12339,35 1,80 2,33
BLOQUES 2,00 117,08 58,54 5,21 3,35 549 *
TRATA 15,00 11885,08 792,34 70,49 2,08 2,83 *x*
ERROR 30,00 337,19 11,24 1,88 2,33
Fact. hongos 4,00 3765,13 941,28 83,75 4,21 7,68 **
Fact. dosis 3,00 5542,71 1847,57 164,38 2,96 4,69 **
hongos/dosis 12,00 2577,24 214,77 19,11 2,96 4,60 **
cv 4,67

Elaboracion propia

Al establecer €l andlisis de variancia para el porcentgje de regeneracion, (Cuadro N° 51).

En € factor dosis no existe una diferencia significativa al 5% con un dato de 164,38Fc>2,9Ft
existe diferenciasignificativa, a 1% donde existe diferencia significativa de 164.38Fc>4,69Ft.

En e factor de hongos se observé una diferencia significativa en el factor hongos con un dato
de 83.75>4,21Ft a 5% como también en e 1% se pudo obtener un dato de 83.75Fc>7,68Ft

existiendo significativamente diferencia.

En los tratamiento se obtuvo a 5% una diferencia significativa del 3,35Ft5%<70.49Fc y 4
2,83Ft1%<70.49Fc siendo significativamente diferente en los dos porcentges de latabla.

En los bloques no existié una diferencia significativa en el 5% con un dato del 5.21Fc<3,35Ft
como en e 1% que expreso 5.21Fc<5,49Ft no existiendo diferencia significativa en los dos

porcentajes.

En larelacion de hongos/dosis existié una diferencia significativa de 19.11Fc>2,96Ft en € 5%
y en e 1% obtuvo diferencia significativa de 19.11Fc>4,6Ft.
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Cuadro 52
Prueba De MDS del porcentaje deinhibicién alos5 diasdela siembra

100,00

90,74 87.96

90,00 85,69 8431

78,27 77,32
80,00 - 7456 72,66

w " 68,38

70,00
e 61,77

58,50

60,00
50,00
40,00

30,00
20,59

20,00
10,00

0,00 e —
RANGO| A A A A B B B B B c D D

TRAT | BD3 | BD2 | OD3 | AD3 FD3 | AD2 FD2 BD1 | AD1 | OD2 | FD1 | OD1

Fuente propia
Se puede observar en la prueba que los tratamientos OD1, BD1, FD1, OD1, AD1 perdieron en
su totalidad el efecto inhibidor con un porcentaje de 20,59% de rango a 72,66%
En los tratamientos BD3, BD2, OD3, AD3, FD3 con 90.74% a 84,31% de rango, tiene una
diferencia significativa con los demés tratamientos testigos més significativos que estan en el
rango A se puede decir que en los hongos siendo los mejores tratamientos de inhibicion de
crecimiento segun el analisis estadistico por accion del propdleo
Siendo el mejor tratamientos las Dosis D3 con una dosis de propéleo de 5ml de propdleo en los

4 hongos como la aternaria, €l oidium, botrytis y el fusarium.
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Cuadro 53
Prueba DM S Al 5% para € porcentaje de crecimiento del micelio delasdosisde
propoleo alos5 dias

90,00 84,75
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

RANGO

DOSIS

Fuente propia

En e cuadro se puede interpretar que lamejor dosis es la D3 que contiene 5ml de propoleo en
la dosis siendo la mejor inhibidora de crecimiento en porcentaje con un dato de 84.75% de
inhibicién, teniendo un porcentgje similar en ladosis D2 con un contenido de 2,5ml de propdleo
teniendo un porcentaje de inhibicion de 75.40% y ladosis minimaque eslaD1 con un contenido

de 1,25ml de propdleo con un porcentgje de inhibicidn de 55.03%.

Siendo la mejor dosis la D3 y D2 manifestando su accion sobre los hongos estudiados en la

investigacion.
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Cuadro 54
Prueba DM S al 5% para €l porcentaje de crecimiento del micelio delos hongos de
propdleo alos5 dias

70,00

57,50

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

RANGO

HONGOS

Fuente propia
En € factor hongos en el que més existié inhibicion fue la oidium siendo €l mejor controlado

por el propdleo con un 42.01% de inhibicion de crecimiento.

En la botrytis se pudo evidenciar que no manifesté una buena inhibicion significativa como la
alternaria y fusarium teniendo una diferencia significativa con los demés hongos seguin el
andlisis estadistico elaborado el mejor hongo que obtuvo una positiva reaccion a propoleo fue
laalternaria.

La aternaria tuvo un porcentgje del 57,50% de inhibicién del propdleo siendo € meor que

reacciono ante e mismo.
Discusion

En € cultivo del hongo fusarium segiin Quiroz Sarmiento 2008 encuentra un antagonismo con
los demas hongos, comprobando esto en laboratorio en una de la replicas ante | hongo
aternariainfectando y contaminando toda la muestra, tomando en cuenta la asepsia para el
cultivo del mismo como |o menciona Quiroz Sarmiento.
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Cuadro 55
Por centajesdeinhibicion alos 14 diasreplica 2

e ~
= 76,74 71,43 221,51 73,84
90,70 90,48 270,06 90,02
- 93,02 92,86 279,21 93,07
57,50 52,50 163,85 54,62
- 67,50 67,50 204,23 68,08
80,00 82,50 241,99 80,66
34,48 32,56 101,49 33,83
49,43 48,84 149,37 49,79
64,37 66,28 196,20 65,40
- 70,73 59,46 199,42 66,47
80,49 75,68 235,65 78,55
- 85,37 86,49 256,47 85,49
= 850,33 826,56 2519,45 69,98

Elaboracién propia

En & cuadro nos muestralos resultados del porcentaje de inhibicién de los hongos alos 14 dias
de la siembra en los medios de cultivos, obteniendo € porcentgje de inhibicion en los
tratamientos BD3 con una media de 65.40% de inhibicion de micelio del hongo botrytis

En el hongo oidium el mejor porcentaje de inhibicion fue con un 93.07 % de media, seguido
del hongo fusarium siendo el mayor porcentaje de 80.99% de mediadel porcentgje deinhibicidn
de micelio, en e caso de laaternaria obtuvo un mayor porcentaje de inhibicion del 85.49% de
media.
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Cuadro 56
Tabladeanovaal dia 14

10229,67 1,80 2,33
2,00 24,48 12,24 3,36 3,35 549 *
15,00 10095,85 673,06 184,67 2,08 2,83 **
30,00 109,34 3,64 1,88 2,33
4,00 6385,65 1596,41 438,02 4,21 7,68 **
3,00 3494,22 1164,74 319,58 2,96 4,69 **
12,00 215,98 18,00 4,94 2,96 4,60 **

2,73

Elaboracién propia
Al establecer €l andlisis de variancia para el porcentgje de regeneracion, (Cuadro N° 56). En el

factor dosis no existe una diferencia significativa a 5% con un dato de 319,58Fc>2,9Ft existe
diferenciasignificativa, a 1% donde existe diferencia significativa de 319,58Fc>4,69Ft.

En e factor de hongos se observo una diferencia significativa en el factor hongos con un dato
de 438,02>4,21Ft al 5% como también en e 1% se pudo obtener un dato de 438.02Fc>7,68Ft

existiendo significativamente diferencia.

En los tratamiento se obtuvo al 5% una diferencia significativa del 3,35Ft5%<184.67Fc y al
2,83Ft1%<184.67Fc siendo significativamente diferente en los dos porcentajes de la tabla.

En los blogues no existio una diferencia significativa en el 5% con un dato del 3.36Fc<3,35Ft
como en & 1% que expreso 3.36Fc<5,49Ft existiendo diferencia significativa en los dos
porcentajes.

En larelacion de hongos/dosis existio una diferencia significativade 4,94Fc>2,96Ft en el 5% y
en e 1% obtuvo diferencia significativa de 4.94Fc>4,6Ft.

Siendo necesario hacer lapruebade MDS paradeterminar cudl serael mejor tratamiento y dosis.
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Cuadro 57
Prueba De MDS del porcentaje deinhibicion alos 14 diasdela siembra
100,00
' 7
3307 90,02
90,00 85,49
80,66 g5
80,00 73,84
70,00 68,08 66,47 65,40
60,00 54,62
49,79
50,00
40,00 33,83
30,00
20,00
10,00
0,00 , -
RANGO| A A B B B C C C C D E F
TRAT | OD3 | OD2 | AD3 | FD3 | AD2 | OD1 | FD2 | AD1 | BD3 | FD1 | BD2 | BD1

Elaboracién propia
Se puede observar en la prueba que |os existe diferencia en los tratamientos OD3 y OD2 con los
demas con un rango de A.
En e tratamiento FD3 con un rango de B con un porcentgje de 80,66%, teniendo una minima
en labotrytis de BD1 con 33,83% de inhibicion siendo diferentes de los demés con el rango F.
El mayor rango de la botrytis fue en BD3 con un porcentaje de 65,40% siendo el mayor con un
rango de C
Siendo & mejor tratamientos las Dosis D3 con unadosis de propéleo de 5ml de propdleo en los
4 hongos como la dternaria, el oidium, botrytis y el fusarium.
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Cuadro 58
Prueba DM S Al 5% para €l porcentaje de crecimiento del micelio delasdosisde
propdleo alos 14 dias

100,00

87,31

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

RANGO C

DOSIS D3 D1

Fuente propia

En & cuadro se puede interpretar que lamejor dosis esla D3 que contiene 5ml de propdleo en
ladosis siendo lamejor inhibidora de crecimiento en porcentaje con un dato de 87.31% de
inhibicién, teniendo un porcentaje similar en ladosis D2 con un contenido de 2,5ml de
propdleo teniendo un porcentgje de inhibicion de 71.61% y ladosis minimaque eslaD1 con
un contenido de 1,25ml de propdleo con un porcentaje de inhibicién de 57.19%.

Siendo lamejor dosislaD3 y D2 manifestando su accién sobre los hongos estudiados en la
investigacion.
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Cuadro 59
Prueba DM S al 5% para €l porcentaje de crecimiento del micelio delos hongos de
propodleo alos 14 dias

70,00

64,23

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

RANGO

HONGOS

Elaboracién propia
En el hongo oidium el mejor porcentaje de inhibicion fue con un 64.23% de media, seguido del
hongo fusarium siendo el mayor porcentaje de 50.84% de mediadel porcentaje deinhibicién de
micelio, en € caso de la alternaria obtuvo un mayor porcentaje de inhibicion del 57.63% de
media.
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Cuadro 60
Por centajes De Inhibicion A Los 21 Diasreplica 2

66,67 71,74 71,43 209,83 69,94

89,58 89,13 92,86 271,57 90,52
93,75 93,48 90,48 277,70 92,57
44,44 48,81 52,33 145,58 48,53
61,73 61,90 60,47 184,10 61,37
81,48 84,52 80,23 246,24 82,08
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
44,87 41,77 40,79 127,43 42,48
71,79 68,35 69,74 209,89 69,96
79,49 77,22 80,26 236,97 78,99
633,81 636,93 638,57 1909,31 53,04

Elaboracién propia

En & cuadro nos muestralos resultados del porcentaje de inhibicién delos hongos alos 21 dias
de la siembra en los medios de cultivos, obteniendo € porcentgje de inhibicién en los

tratamientos BD3 con una media de 0% de inhibicion de micelio del hongo botrytis

En el hongo oidium el mejor porcentaje de inhibicion fue con un 92.57% de media, seguido del
hongo fusarium siendo el mayor porcentgje de 82.08% de media del porcentaje deinhibicion de
micelio, en € caso de la alternaria obtuvo un mayor porcentaje de inhibicién del 78.99% de
media.
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Cuadro 61
Tabladeanovaal dia21
Fv gl SC cM Fc Fr 5% Fr1%

TOTAL 47,00 41184,92 1,80 2,33
BLOQUES 2,00 0,98 0,49 0,16 3,35 5,49 NS
TRATA 15,00 41091,63  2739,44 890,32 2,08 2,83 S
ERROR 30,00 92,31 3,08 1,88 2,33

Fact. hongos 4,00 36262,57  9065,64  2946,34 4,21 7,68 G
Fact. dosis 3,00 3327,55 1109,18 360,49 2,96 4,69 ok
hongos/dosis 12,00 1501,50 125,13 40,67 2,96 4,60 S
cv 3,31

Elaboracion propia

Al establecer el andlisis de variancia para €l porcentgje de regeneracién, (Cuadro N° 61). En €
factor dosis no existe una diferencia significativa al 5% con un dato de 360.49Fc>2,9Ft existe
diferenciasignificativa, al 1% donde existe diferencia significativa de 360.49Fc>4,69Ft.

En e factor de hongos se observé una diferencia significativa en el factor hongos con un dato
de 2946.34>4,21Ft al 5% como también en el 1% se pudo obtener un dato de 2946.34Fc>7,68Ft
existiendo significativamente diferencia.

En los tratamiento se obtuvo a 5% una diferencia significativa del 3,35Ft5%<0.16Fc y a

2,83Ft1%<0.16Fc siendo significativamente diferente en los dos porcentgjes de latabla.

En los bloques no existié una diferencia significativa en el 5% con un dato del 0.16Fc<3,35Ft
como en e 1% que expreso 0.16Fc<5,49Ft existiendo diferencia significativa en los dos

porcentajes.

En larelacion de hongos/dosis existio una diferencia significativa de 40.67Fc>2,96Ft en e 5%

y en & 1% obtuvo diferencia significativa de 40.67Fc>4,6Ft.
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Siendo necesario hacer lapruebade MDS paradeterminar cudl serael mejor tratamiento y dosis.

Cuadro 62
Prueba De MDS del porcentaje deinhibicion alos 21 diasdela siembra

100,00
92,57 90,52

90,00
82,08

78,99
80,00

69,96 69,94
70,00
61,37

60,00
48,53

50,00
42,48

40,00
30,00
20,00

10,00
0,00 0,00 0,00

0,00

RANGO, A A A B C C C D D E E E

TRAT | OD3 | OD2 | FD3 | AD3 | AD2 | OD1 | FD2 | FD1 | AD1 | BD1 | BD2 | BD3

Elaboracién propia

Se puede observar en la prueba que los tratamientos BD2, BD3, BD1, perdieron en su totalidad
€l efecto inhibidor con un porcentaje de 0%

En los tratamientos AD3, AD2, OD3, OD3, FD3 con 92.57% a 69.66% de rango, tiene una
diferencia significativa con los demés tratamientos testigos mas significativos que estan en el
rango A se puede decir que en los hongos siendo los mejores tratamientos de inhibicion de
crecimiento segun el andlisis estadistico por accion del propoleo

Siendo & mejor tratamientos las Dosis D3 con una dosis de propéleo de 5ml de propoleo en los

4 hongos como la aternaria, e oidium, botrytis y el fusarium.
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Cuadro 63
Prueba DM S Al 5% para € porcentaje de crecimiento del micelio delasdosisde
propoleo alos 21 dias

100,00
90,00 86,04
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

RANGO

DOSIS

Fuente propia

En el cuadro se puede interpretar que la mejor dosis es la D3 que contiene 5ml de propdleo en
la dosis siendo la mejor inhibidora de crecimiento en porcentgje con un dato de 86.04% de
inhibicion, teniendo un porcentagje similar en ladosis D2 con un contenido de 2,5ml de propéleo
teniendo un porcentaje de inhibicién de 55.46% y ladosis minimaque esla D1 con un contenido
de 1,25ml de propdleo con un porcentgje de inhibicion de 40.24%.

Siendo la mejor dosis la D3 y D2 manifestando su accion sobre los hongos estudiados en la
investigacion.
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Cuadro 64
Prueba DM S al 5% para el diametro del micelio de los hongos de propdleo alos 21 dias

70,00

63,26

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

RANGO

HONGOS

Elaboracién propia
En el hongo oidium &l mejor porcentaj e de inhibicion fue con un 63.26% de media, seguido del
hongo fusarium siendo el mayor porcentgje de 47.99% de mediadel porcentgje de inhibicién de
micelio, en e caso de la aternaria obtuvo un mayor porcentgje de inhibicion del 47.86% de
media.
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4.1.4. GRAFICAS DE INHIBICION DEL PROPOLEO ANTE LOS HONGOS
ESTUDIADO.-

Gréfical

Por centaje De Inhibicion del Fusarium

Fusarium sp

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

% de Inhibicion

1 2 3 4 5 6 7 8 12 14 16 21

-—-T1 37,50 55,10 77,60 63,71 60,42 62,26 60,12 59,00 51,38 48,20 45,04 42,55

-@—T2 45,83 73,47 70,67 6855 66,67 6792 6532 6598 56,42 54,05 48,94 46,81
T3 62,50 77,55 84,00 84,68 79,86 79,25 78,61 76,29 6560 6351 5745 57,45

—@=T] —=@=T2 T3

Se evidencio € efecto inhibidor del propdleo sobre la velocidad del crecimiento en los cuatro

hongos.

El efecto méximo del T1 se pudo observar en € tercer dia con un efecto inhibidor del 77,60%
siendo e pico maximo del efecto, también se puede apreciar que cuando pierde e efecto

inhibidor con un 42,55% teniendo en cuenta su periodo de residualidad del propdleo.

En el efecto méximo deladosis T3 alcanzo un pico en € dia3 y 4 con un porcentgje deinhicion
del 84y 84,68% y un declive méximo desde €l diaoctavo del 76,29%, también se puede apreciar
cuando este pierde €l efecto inhibidor € dia21 con un 57,45%, siendo € mejor tratamiento para

el fusarium ladosis T3.

En el T2 se pudo apreciar una cuspide de control fungico en & dia2 con un 73,47% siendo igual
un tratami ento aceptabl e teniendo menos accion anti fungicay reduciendo lamismaen € octavo

dia y terminando & dia 21 con un 46,81% observando una diferencia.

Se puede apreciar que todas las dosis acaban con su periodo de actuar uno mas precoz gque otros.
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Gréfica2

Por centaje de inhibicion del botrytis

100,00 Botrytis sp

90,00 e
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

% de inhibicion

1 2 3 4 5 6 7 8 12 1'4 1.6 2.1
—=@=T1 45,00 46,00 38,27 37,00 36,00 12,41 8,51 7,45 0,00 0,00 0,00 0,00
-—@=T2 55,00 81,25 88,89 90,44 83,06 2518 19,86 12,77 0,00 0,00 0,00 0,00

T3 55,00 81,25 88,89 89,71 90,16 53,90 47,87 42,55 2553 19,57 17,00 15,00
=—@=T] =@==T2 T3

El mejor tratamiento parael hongo botrytisesel T3 al 2% yaquea vigésimo primer diacontinua

con € efecto inhibidor

El efecto méximo del T3 se pudo observar en € quinto dia de lainoculacidn con un porcentaje
de inhibicién del 90,16%

El efecto méximo del T1y T2 se pudo observar en el quinto dia con 36,00% y 53,00%.

El mejor tratamiento para el hongo botritys es el T3 a 2% ya que a quinto dia se observé un
porcentaje de inhibicion del 90,16%

Al vigésimo primer dia se observé que continla el efecto inhibidor con un porcentaje de: T3
con 29,08%, T2 con 0,0%, T1 con 0,0%.

El T1 obtuvo un méximo efecto a segundo dia con un porcentaje de inhibicion del 46,00%,

teniendo un control maximo el segundo dia.

El T2 presento un efecto maximo al cuarto dia con un porcentaje de inhibicién de 89,71%,
presentando un declive maximo el sexto dia 25,18% y & décimo primer dia termino su efecto

al 0% resumiendo que alos seis dias su periodo de accion inhibidoratermina.
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El quinto dia se presencié un declive con € 36% de su porcentgje de inhibicién de ahi bajo

totalmente hasta el vigésimo primer dia con un 29,08%.

Gréfica3

Por centaje deinhibicion del alternaria

Alternaria sp

100,00
90,00
80,00
70,00 /N—NN_\/._.
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

% de inhibicion

1 2 3 4 5 6 7 8 12 14 16 21

—=@=T1 0,00 63,41 74,22 68,03 63,06 62,72 59,43 54,08 47,35 46,67 | 45,04 42,55

—@=T2 30,23 78,05 81,25 79,51 79,62 76,92 74,86 7500 69,03 65,33 68,09 67,02
T3 30,23 78,05 84,38 86,07 84,08 8521 82,29 82,14 78,32 76,00 80,85 79,79

Q=] —=@u=T2 T3

El T1 obtuvo un efecto inhibidor del 63,41 % y una cuspide de efecto inhibidor del 74,22% y
un efecto minimo del 42,55% € dia vigésimo primer.

Se evidencio € efecto inhibidor del propdleos sobre la velocidad del crecimiento en |os cuatro

hongos.

El efecto maximo del T2se pudo observar en € tercer dia con un efecto inhibidor del 81,25%
siendo e pico maximo del efecto, también se puede apreciar que cuando pierde € efecto
inhibidor con un 67,02%%.

En e efecto maximo de la dosis T3 hubo un pico en e dia 3y 4 con un porcentgje de inhicion
del 84,38 y 86,07% y un declive maximo desde € dia octavo del 76,00%, también se puede
apreciar cuando este pierde el efecto inhibidor € dia 21 con un 79,79%, siendo € mejor

tratamiento para el aternarialadosis T3.
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En el T2 se apreci6 una cuspide de control fungico en e dia 3 con un 81,25% siendo igual un
tratamiento aceptable teniendo menos accién anti fungica y reduciendo la misma en e octavo

dia y terminando € dia 21 con un 67,02% representativamente la diferencia.
Se puede apreciar que todas las dosis acaban con su periodo de actuar uno mas que otros.

El T3 mantenia su efecto inhibidor hasta € dia 14 teniendo un periodo mucho més largo de
persistencia.

Grafica 4

Por centaje deinhibicion del oidium

Oidium sp

100,00
90,00 ()
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

% de inhibicion

1 2 3 4 5 6 7 8 12 14 16 21

-—@—T1 35,67 3542 38,27 6985 72,13 70,68 71,09 67,71 60,75 51,00 44,24 32,62

-@—T2 47,37 81,25 88,89 90,44 83,06 80,63 81,99 81,17 7509 | 71,96 5504 48,23
T3 47,37 81,25 88,89 89,71 90,16 91,62 91,94 89,24 8566 83,39 78,06 65,60

El T1 tuvo un efecto inhibidor cuspide del 72,13% y un efecto minimo del 32,62 % € dia
Vigésimo primer.
Se evidencio €l efecto inhibidor del propdleos sobre lavelocidad del crecimiento en los hongos

estudiados.

El efecto méximo del T2 se observar en el cuarto dia con un efecto inhibidor del 90,44% siendo
el pico maximo del efecto, también se puede apreciar que cuando pierde € efecto inhibidor con

un 55,04%.

En e T2 se observo apreciar una cuspide de control fungico en € dia 3 con un 90,44% siendo
igua un tratamiento aceptabl e teniendo menos accion anti fangicay reduciendo lamismaen e

décimo cuarto dia y terminando €l dia 21 con un 48,23% representativamente la diferencia.
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En el efecto maximo deladosis T3 obtuvo un pico en el dia6y 7 con un porcentgje deinhicion
del 91,62y 91,94 % y un declive maximo desde € dia vigésimo primer dia del 65,60%, siendo

el mejor tratamiento para el oidium ladosis T3.

Se puede apreciar que todas las dosis acaban con su periodo de actuar uno mas que otros.

El T3 mantenia su efecto inhibidor hasta el vigésimo sexto dia teniendo un periodo mucho més
largo de persistencia.

Discusion

El los porcentgjes de inhibicidn de crecimiento los datos obtenidos fueron muy favorables a
estudio siendo en todos més de un 50% de inhibicion en todos los hongos excepto en e dia 21
para €l hongo botrytis se perdio € efecto inhibidor no teniendo un trabajo igual para hacer la

respectiva discusion se puede decir € répido desarrollo del hongo lo caracteriza como

antagonista ante otros.
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4.2. CONTEO DE ESPORAS.--
Se contd esporas en una camara de neubauer en el microscopio con un aumento de 10x

Cuadro 65
Conteo deesporasdela 1 repeticion

342000,00 340000,00 348000,00 1030000,00 343333,33
306000,00 312000,00 308000,00 926000,00 308666,67
246000,00 240000,00 242000,00 728000,00 242666,67
150000,00 154000,00 152000,00 456000,00 152000,00
102000,00 106000,00 108000,00 316000,00 105333,33

86000,00 84000,00 84000,00 254000,00 84666,67

72000,00 64000,00 72000,00 208000,00 69333,33

72000,00 76000,00 72000,00 220000,00 73333,33

34000,00 32000,00 38000,00 104000,00 34666,67

28000,00 26000,00 30000,00 84000,00 28000,00

24000,00 20000,00 22000,00 66000,00 22000,00

8000,00 8000,00 4000,00 20000,00 6666,67

YBlog. 1470000,00 1462000,00 1480000,00 4412000,00 122555,56
Ccv 2,03

Elaboracién propia

En e cuadro nos muestra los resultados conteo de esporas a los 21 dias de la siembra en los
medios de cultivos, obteniendo e conteo de esporas mediante € conteo en la camara de
neubauer.

En los tratamientos BD3 con una media de 73333,33u de esporas del hongo botrytis siendo el
minimo de contenido de esporas para este tratamiento contando solo las que se encontraban en
el cuadrante segmentado que tiene la camara de neubauer.

En e hongo fusarium €& mejor porcentaje de inhibicién fue con un 152000,00u de media
esporas siendo lamejor inhibicion en € tratamiento D3, seguido del hongo alternaria siendo €l
mejor tratamiento de 6666,67u de media de esporas siendo €l mejor en inhibicién de esporas en

20 ml de solucién preparada.
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Cuadro 66
Tabla deanova del conteo de esporasalos 21 dias

Fv gl SC c™m Fc Fr 5% Fr1%
TOTAL 47,00  437804888888,89 1,80 2,33
BLOQUES 2,00 13555555,56 6777777,78 1,09 3,35 549 NS
TRATA 1500  437604888888,89  29173659259,26 469421 2,08 2,83 **
ERROR 30,00 18644444444 6214814,81 1,88 2,33

Fact.hongos 4,00 411335555555,56 102833888888,89  16546,57 4,21 7,68 **
Fact.dosis 3,00 19226888888,89 6408962962,96 1031,24 296 4,69 **

hongos/dosis 12,00 7042444444,44 586870370,37 94,43 296 4,60 **

Elaboracion propia
Al establecer el andlisis de variancia para el porcentgje de regeneracion, (Cuadro N° 66). En €

factor dosis no existe una diferencia significativa al 5% con un dato de 1031,24Fc>2,9Ft existe
diferenciasignificativa, al 1% donde existe diferencia significativa de 1031,24Fc>4,60Ft.

En e factor de hongos se observé una diferencia significativa en el factor hongos con un dato
de 16546,57Fc>4,21Ft a 5% como también en e 1% se pudo obtener un dato de
16546,57Fc>7,68Ft existiendo significativamente diferencia.

En los tratamiento se obtuvo a 5% una diferencia significativa del 3,35Ft5%<4694.21Fc y a

2,83Ft1%<4694.21Fc siendo significativamente diferente en |os dos porcentgjes de latabla.

En los bloques no existié una diferencia significativa en el 5% con un dato del 1.09Fc<3,35Ft
como en e 1% que expreso 1.09Fc<5,49Ft existiendo diferencia significativa en los dos

porcentajes.

En larelacion de hongos/dosis existio una diferencia significativa de 94.43Fc>2,13Ft en el 5%
y en e 1% obtuvo diferencia significativa de 9443Fc>2.93Ft.

Siendo necesario hacer lapruebade MDS paradeterminar cua serael mejor tratamiento y dosis.
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Cuadro 67
Prueba de MDS ddl conteo alos 21 dias

400000,00

350000,00 343333,33

308666,67
300000,00
242666,67
250000,00
200000,00 152000,00
150000,00 105333,33
69333,33
100000,00 84666,67
73333 33 5R000100 ]
>0000,00 i 34%67 22000,00

0,00

TRAT | FDO | FD1 | FD2 | FD3 | BDO | BD1 | BD2 | BD3 | ADO | AD1 | AD2 | AD3
Elaboracion propia

En latabla se puede apreciar que los tratamientos con las dosis D3 fueron los que expresaron
menor cantidad de esporas como el FD3 con un contenido de 152000u esporas a diferencia del
testigo que presento 343333,33u de esporas presentando solo la diferencia significativa solo en
ladosisD3.

En & hongo botrytis se no se expresd mucha diferencia siendo BD3 con un contenido de
69333,33u de esporas, e BD2 con un 73333,33u de esporas en €l BD1 obtuvo también un dato
de 69333,33u de esporas siendo 10s3 tratamientos recomendabl es.

En el hongo aternaria presencio unadiferenciasignificativaen AD3 con 6666,67u de esporas,
AD1 con 28000,00u esporas teniendo un rango de J, AD2 con contenidos de esporas 22000,00u
teniendo muchadiferencia con €l testigo con 34666,67u de esporas.

Siendo los megjores inhibidores como muestra el andlisis los tratamientos D3 con 5ml de

propdl eo.
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Cuadro 68
Prueba DM S al 5% para el conteo de esporas de lasdosis de propodleo a los 21 dias

120000,00

105333,33

100000,00
83500,00

80000,00
58000,00

60000,00

40000,00

20000,00

0,00
RANGO

DOSIS

Fuente propia
En el conteo de esporas para obsrevar cua eslamejor dosis se aprecio que € tratamiento D3 es
el mejor con unainhibicion mucho mayor de 58000,00 esporas sumadas todas | as esporas de los
tratamientos expresando que es una de las mejores dosis.
En ladosis D2 que tiene un contenido de 2,5ml de propoleo teniendo una sumatoria de esporas
detodas las dosis D2 de 83500,00u esporas inhibiendo con muchadiferenciaante e tratamiento
D3
En el tratamiento D1 obtuvo un contenido de esporas de la sumatoria es de 105333,33esporas

siendo el minimo de |os datos obtenidos.
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Cuadro 69
Prueba DM S al 5% para el conteo de esporas de los hongos a los 21 dias
300000,00
261666,67
250000,00
200000,00
150000,00
100000,00 83166,67
50000,00 22833 33
0,00
RANGO
HONGOS
Leyenda B= botrytis F=fusarium A=alternaria fuente propia

El que tuvo una mejor aceptacion a las dosis del propdleo fue el hongo de la alternaria con una reducion

de esporas del 22833,33u siendo diferente del hongo fusarium con un contenido de esporas del

83166,67u en 20ml de volumen disueltos, en el hongo botrytis se observo un mayor contenido de

esporas 261666,67u.
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Cuadro 70
Conteo delasesporasalos 21 diasrepeticion 2

| I 1]
FDO 336000,00 338000,00 340000,00  1014000,00 338000,00
FD1 308000,00 310000,00 308000,00  926000,00 308666,67
FD2 246000,00 244000,00 242000,00  732000,00 244000,00
FD3 150000,00 156000,00 154000,00  460000,00 153333,33
BDO 98000,00 100000,00 96000,00  294000,00 98000,00
BD1 88000,00 90000,00 86000,00  264000,00 88000,00
BD2 64000,00 60000,00 62000,00  186000,00  62000,00
BD3 72000,00 76000,00 72000,00  220000,00 73333,33
ADO 32000,00 30000,00 30000,00 92000,00 30666,67
AD1 26000,00 24000,00 26000,00 76000,00 25333,33
AD2 20000,00 20000,00 22000,00 62000,00 20666,67
AD3 6000,00 10000,00 6000,00 22000,00  7333,33
SBlog. 1446000,00  1458000,00  1444000,00 4348000,00 120777,78
Y, 1,36
Elaboracién propia

En & cuadro nos muestra los resultados conteo de esporas de larepeticion 2 alos 21 diasde la
siembra en los medios de cultivos, obteniendo e conteo de esporas mediante e conteo en la
camara de neubauer.

En los tratamientos BD3 con una media de 73333,33u de esporas del hongo botrytis siendo el
minimo de contenido de esporas para este tratamiento contando solo las que se encontraban en
el cuadrante segmentado que tiene la camara de neubauer.

En el hongo fusarium el mejor porcentaje de inhibicién fue con un 98000,00u de media esporas
siendo la mgjor inhibicién en e tratamiento D3, seguido del hongo aternaria siendo € mejor

tratamiento de 7333,33u de media de esporas siendo € mejor en inhibicion de esporas
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Cuadro 71
Pruebade M DS al 5% alos 21 dias
Fv gl SC cMm Fc Fr 5% Fr1%
TOTAL 47,00 438546222222,22 1,80 2,33
BLOQUES 2,00 9555555,56 4777777,78 1,77 3,35 5,49 NS
TRATA 15,00 438455555555,56  29230370370,37 10811,23 2,08 2,83 **
ERROR 30,00 81111111,11 2703703,70 1,88 2,33

Fact. hongos 4,00 413692888888,89 103423222222,22 38252,42 4,21 7,68 **

Fact. dosis 3,00 16674888888,89 5558296296,30  2055,81 2,96 4,69 **

hongos/dosis 12,00 8087777777,78 673981481,48 249,28 2,96 4,60 **
Elaboracion propia

Al establecer e andlisis de variancia para €l porcentgje de regeneracion, (Cuadro N° 71).
Podemos establecer estadisticamente que |os conteos presentan diferencias significativas entre
los bloques. Tomando en cuenta €l valor de la F calculada, podemos observar que son valores
mayores que la F tabulada, pero se presentan diferencias altamente significativas entre los
factores de hongosy dosis, por lo que es necesario llevar a cabo la comparacion de medias.

En e factor dosis no existe una diferencia significativa al 5% con un dato de 2055.81Fc>2,9Ft
existediferenciasignificativa, al 1% donde existe diferencia significativa de 2055.81Fc>4,60Ft.

En e factor de hongos se observé una diferencia significativa en el factor hongos con un dato
de 38252.42Fc>4,21Ft a 5% como también en e 1% se pudo obtener un dato de
38252.42Fc>7,68Ft existiendo significativamente diferencia.

En los tratamiento se obtuvo a 5% una diferencia significativa del 3,35Ft5%<10811.23Fcy al
2,83Ft1%<10811.23 siendo significativamente diferente en los dos porcentgjes de latabla.
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En los blogues no existio una diferencia significativa en el 5% con un dato del 1.77Fc<3,35Ft
como en & 1% que expreso 1.77Fc<5,49Ft existiendo diferencia significativa en los dos

porcentajes.

En larelacion de hongos/dosis existio una diferenciasignificativa de 249.28Fc>2,13Ft en el 5%
y en e 1% obtuvo diferencia significativa de 249.28Fc>2.93Ft.

Siendo necesario hacer lapruebade MDS paradeterminar cudl serael mejor tratamiento y dosis.

Cuadro 72
Prueba de MDS

400000,00

350000,00 338000,00
308666,67

300000,00

250000,00 244000,00

200000,00 153333,33

98000,00

88000,00
73333,33
62000,00

30666,67

25333,33
20666,677333'33

150000,00

100000,00

50000,00

0,00

Elaboracién propia
En la tabla se puede apreciar que los tratamientos con las dosis D3 fueron los que expresaron
menor cantidad de esporas como e FD3 con un contenido de 153333,33u adiferenciadel testigo
gue presento 338000,00u de esporas presentando solo ladiferenciasignificativa solo en ladosis
D3.
En e hongo botrytis se no se expresd mucha diferencia siendo BD3 con un contenido de
62000,00u de esporas, € BD2 con un 73333,33u de esporas en €l BD1 obtuvo también un dato
de 88000,00u de esporas.
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En e hongo alternaria presencio una diferencia significativa en AD3 obtuvo 7333,33u de
esporas, AD1con 25333,33u de esporas, AD2 con 20666,67u de esporas

Cuadro 73
Prueba DM S al 5% para el conteo de esporas de las dosis de propodleo a los 21 dias

120000,00

105333,33

100000,00
83500,00

80000,00

58000,00
60000,00

40000,00

20000,00

0,00

RANGO
DOSIS

Elaboracién propia
En el conteo de esporas para obsrevar cua eslamejor dosis se aprecio que el tratamiento D3 es

el mejor con unainhibicion mucho mayor de 58000,00esporas sumadas todas | as esporas de |os
tratamientos expresando que es una de las mejores dosis.

En ladosis D2 que tiene un contenido de 2,5ml de propdleo teniendo una sumatoria de esporas
detodas las dosis D2 de 83500,00u esporas inhibiendo con muchadiferenciaante € tratamiento
D3

En el tratamiento D1 obtuvo un contenido de esporas de la sumatoria es de 105333,33esporas

siendo el minimo de |os datos obtenidos.
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Cuadro 74
Prueba DM S al 5% para el conteo de esporas de loshongos a los 21 dias
300000,00
261666,67
250000,00
200000,00
150000,00
100000,00 83166,67
50000,00 22833,33
0,00
RANGO
HONGOS
Leyenda B= botrytis F=fusarium A=alternaria fuente propia

El que tuvo una mejor aceptacion a las dosis del propdleo fue el hongo de la alternaria con una reducion
de esporas del 22833,33u siendo diferente del hongo fusarium con un contenido de esporas del
83166,67u en 20ml de volumen disueltos, en el hongo botrytis se observo un mayor contenido de

esporas 261666,67u.
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4.2.1. BIOENSAYOS.-

4.2.1.2. Porcentajedeincidencia.-

Incidencia ()= (nimero de individuos infectados/ total de individuos)* 100

Cuadro 75
Por centaje deincidencia a los 7 dias

(o=l | Ty

oidium 100
3

fusarium 100
3

alternaria 100
3

botrytis 100
3

Se infectd a 100% todas las plantas a los 7 dias con los hongos fusarium botrytis oidium y
alternaria, paraluego aplicar € propdleo para buscar €l porcentaje de inhibicion
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4.2.1.2. Porcentaje deinhibicion.-

Porcentgje de inhibicion (P)= (nimero de individuos controladog/ total de individuos)* 100

Cuadro 76
Por centaje deinhibiciéon alos 7 dias

d1i 1 100
d2 1 100
d3 1 100
di 0 0,00
d2 0 0,00
d3 0 0

d1i 1 100
d2 1 100
d3 0 0

d1i 1 100
d2 1 100
d3 1 100

Se tuvo 3 plantas por cada dosis siendo el total de 36 plantas, teniendo el mejor porcentaje del
hongo oidium inhibiendo a 100% en todas las dosis siendo en laD1, D2, D3 siendo todas las
dosislas meores para el control del hongo oidium.

En el hongo fusarium en la dosis D1 no tuvo ninguna inhibicion como en ladosis D2, D3 que
no existié inhibicion algunainhibicion aguna
Para el hongo botrytis presento unainhibicion en ladosisD1y enlaD2 del 100% en laD3 no

presento cambios ante la aplicacion del fungicida.

En & hongo alternaria manifesto unainhibicion luego de la aplicacion alos 7 dias del 100% en
todos las dosis.
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V. CONCLUSIONES.--

» Seidentificdy seaidd en medio PDA lascepas delos géneros aternaria, oidium,

botrytis y fusarium.

» El mgor porcentaje deinhibicion de crecimiento del micelio parael oidium sp. se
obtuvo en € séptimo dia con la dosis D3 (2% de propdleo) obteniéndose un
91.94%, manteniéndose hasta €l décimo cuarto dia y bagjando a 65.60% en €

vigésimo primer dia.

> El mejor porcentgje de inhibicion de crecimiento del micelio parala fusarium sp.
se obtuvo en € cuarto dia con la dosis D3 (2% de propoleo) obteniéndose un
84.68%, manteniéndose hasta el décimo segundo dia y bajando a 57.45% en €

vigésimo primer dia.

» El megjor porcentaje deinhibicion de crecimiento del micelio paralaalternaria sp.
se obtuvo en e quinto dia con la dosis D3 (2% de propdleo) obteniéndose un
90.16%, manteniéndose hastael octavo diay bajando a15% en el vigésimo primer

dia

» El mgor porcentaje de inhibicion de crecimiento del micelio para la botrytis sp.
se obtuvo en € cuarto dia con la dosis D3 (2% de propdleo) obteniéndose un
86.07%, manteniéndose hasta € décimo sexto dia y bajando a 79,79% en €

vigésimo primer dia.

» El mgjor control delainhibicién delaproduccion de esporas, selo obtuvo conlas
Dosis 3 (2% de propoleo) con 58.000, en comparacion con Dosis 2 (1% de
propoleo) con 83.500 y laDosis 1 (0.5% de propoleo) con lamayor cantidad de
105.333 esporas.
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VI. RECOMENDACIONES.--

Serecomiendareadlizar, laesterilizacion delos materiales de vidrio y medios de cultivos,
yaque se asegura un estado de asepsia que permite trabgjar sin dificultades cuando se
gjecuta en forma eficiente.

Se recomienda que en el conteo de esporas, es necesario tomar mas de un dato para
reducir el margen de error.

Se encomienda elaborar un trabgjo similar, pero que se incluyan otros hongos para probar
su efecto fungicida en laboratorio

Se encomienda también gue se realice otro trabajo similar probando las dosis en campo,
teniendo un porcentgje de incidencia en parcelas.

Se recomienda si se quiere inocular los hongos estudiados siempre hacer méas de tres
aislamientos seguidos del explanto usados

La humedad es fundamental para el desarrollo porque cuando esta comienza adisminuir
la formacion del micelio también disminuye y se tiene que asegurar subsistencia del
hongo formando estructuras propagativas como esporas.

Muchas veces es posible identificar con seguridad a hongo responsable de una
determinada o enfermedad por observacion directa de los sintomas y/ o signos en los
organos afectados; también la especie de la planta hospedante puede ser determinante
para saber.

Ademas una sola especie vegetal puede ser atacada por patdgenos diferentes que le
inducen sintomas similares

Se hace necesario realizar una serie de actividades que conducen a la identificacion del
hongo causante de la enfermedad.

Los hongos se reproducen por esporas, formadas en estructuras conocidas como
conidioforos, ascocarpos, basidios, etc. Las cuales son empleadas para la correcta
identificacion de estos organismos; tales estructuras pueden observarse directamente
sobre la superficie del 6rganos vegetal afectado o dentro de los tegidos incluso

intercelularmente
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El acohol es utilizado para desinfectar la cAmara de flujo laminar asi como de las
superficies de trabajo, se debe desinfectar todo antes de proceder, asi como las manos se
deben empapar en alcohol y colocarse |os guantes quirdrgicos.

La estufa no se debe abrir con mucha frecuencia y se debe controlar la temperatura
ambiente siempre que esta esté menos de los 22C.

El alcohol es utilizado para desinfectar la camara de flujo laminar asi como de las
superficies de trabajo, se debe desinfectar todo antes de proceder, asi como las manos se
deben empapar en alcohol y colocarse |os guantes quirdrgicos.

La estufa no se debe abrir con mucha frecuencia y se debe controlar la temperatura

ambiente siempre que esta esté menos de los 22C.
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