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RESUMEN

El efecto inhibitorio de extractos etandlicos ante Alternaria sp. en cultivos de invernadero de col
(Oleracea brassica) y crecimiento in-situ de patatas (Solanum tuberosum) fue evaluado. Se prepararon
extractos a partir de hojas de eucalipto (Eucalyptus globulus) por el método Soxhlet. El analisis
fitoquimico de los extractos reveld la presencia de cantidades considerables de quinonas, lactonas y
cumarinas y bajas cantidades de triterpenos y esteroides. El disefio experimental en el cultivo de
invernadero de col consistié de tres niveles de concentracion de extracto etandlico, un tratamiento
quimico (Trizimand) y un control; 10 coles por tratamiento y tres repeticiones, dispuestas en un disefio
de bloques completos al azar. El efecto de tres niveles de concentracion de extracto etandlico y un
tiempo de aplicacién en las hojas de plantas de patata fue probado. Los grupos de tratamiento,
incluyendo un control, fueron aleatorizados con cuatro repeticiones cada uno. En el ensayo de
invernadero, las dosis efectivas incrementadas en un 50 y 25% mostraron una actividad comparable al
tratamiento quimico, y fue superior en efectividad a los tratamientos con dosis efectiva en condiciones
de laboratorio. En el ensayo de campo en patata, basado en la incidencia de pustulas medido en un
periodo de 65 a 85 dias después de la siembra, todos los tratamientos mostraron igual efecto. Es
posible que el menor efecto observado en los extractos etanolicos aplicados en el cultivo de patata se
deba a la elevada variabilidad entre bloques y el nivel de precipitaciones mayor al normal durante la
estacion de crecimiento del cultivo.

Palabras clave: Eucalyptus globulus, control bioldgico, género Alternaria, ensayo de campo, ensayo
de invernadero.

ABSTRACT

The inhibitory effect of ethanolic extracts against Alternaria sp. in greenhouse cabbage cultivation
(Oleracea brassica) and in-situ potato growing (Solanum tuberosum) was tested. Ethanolic extracts
were prepared from Eucalyptus leaves (Eucalyptus globulus) with a Soxhlet extractor. Phytochemical
analysis revealed the presence of considerable amounts of quinones, lactones and coumaranes, and
small amounts of triterpenes and steroids. The experimental layout in the greenhouse cabbage
cultivation consisted of three ethanol levels, one classical chemical treatment (Trizimand) and one
control, ten cabbages per treatment, three repetitions, arranged in a randomized complete block design.
The effect of three concentration levels of ethanol, one time sprayed on the leaves of the potato crop,
was tested. The treatment plots, including a control plot, were randomized, each block 4 times
repeated. In the greenhouse trial, the treatments with the effective dose increased by 50 and 25%
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displayed a comparable activity with the chemical treatment. Those treatments showed an increased
effectiveness, compared with the effective dose at lab conditions. In the potato field essay, based on
the incidence of pustules measured in the period of 65 to 85 days after planting, all treatments had an
equal effect. It is believed that the observed overall minor and equal impact of the ethanol treatments
on the potato crop is due to the high plot-to-plot variability and the more than normal wet conditions
during the growing season.

Keywords: Eucalyptus globulus, biologic control, genus Alternaria, greenhouse experiment, field
experiment.

1. INTRODUCCION

Las enfermedades de plantas, causadas por hongos, bacterias, virus, protozoos, nematodos y plantas
parasitas son uno de los mayores problemas relacionados al bajo rendimiento de cultivos. Por estas
razones, las estrategias dirigidas a combatir y mitigar el efecto causado por el ataque de fitopatdgenos
s una importante consideracion en la produccién de especies de importancia econdmica (Kotan y col.,
2013). Los fungicidas son considerados componentes fundamentales para el control efectivo de
enfermedades de plantas causadas por hongos cuales, se estima, pueden reducir el rendimiento de
produccién de cultivos agricolas hasta en un 20%. Desde su introduccién en los afios 60, los
fungicidas sistémicos han reemplazado gradualmente a los antiguos productos no sistémicos,
estableciendo altos niveles de control de enfermedades y desarrollando nuevos mercados de
fungicidas. Durante los Gltimos afios, la investigacién en fungicidas ha producido un amplio rango de
productos con nuevos mecanismos de accion, los cuales se espera tengan un impacto significativo en
el control de plagas. Estos nuevos productos incluyen anilinopirimidinas, fenoxiquinolinas,
oxazolidinedinonas, espiroquetalaminas, estrobilurinas y activadores de resistencia sistémica adquirida
(SAR) (Gullino y col., 2000).

La blasqueda de estrategias para incrementar el rendimiento de cultivos de importancia econémica
ha sido asociada a la “revolucion verde”, época en la cual el descubrimiento de productos quimicos
para control de enfermedades vegetales fue ampliamente aceptado y aplicado en el agro. Actualmente,
las preocupaciones generadas por los efectos observados en el ambiente y la salud humana, derivados
por el uso indiscriminado de pesticidas de sintesis quimica, han enfocado el interés de la sociedad y la
comunidad cientifica en el desarrollo de nuevas alternativas al control de fitopatdgenos. El paradigma
de confiar casi exclusivamente en productos de sintesis quimica para el combate a las plagas agricolas
es paulatinamente reemplazado por el uso de productos basados en extractos vegetales,
microorganismos antagonistas y técnicas de control integrado de plagas (Dayan y col., 2009). El
interés en el control biol6gico de patégenos vegetales se ha incrementado considerablemente en los
Gltimos afios, parcialmente como una respuesta a la preocupacién publica en relacion al uso de
pesticidas quimicos peligrosos, pero también debido a los beneficios que provee el control bioldgico,
en relacion a otras estrategias de control. EI manejo de microorganismos antagonistas, la rotacion de
cultivos y mejoras organicas han sido sefialadas como formas altamente efectivas de control bioldgico
en cultivos (Raaijmakers y col., 2002).

Entre las alternativas exploradas para el control biolégico, los productos naturales son
considerados ambientalmente seguros para el control de enfermedades causadas por fitopatdgenos. Las
plantas superiores son un repositorio de fitoquimicos que sirven como principios activos valiosos que
han ayudado a combatir enfermedades a nivel mundial. Las plantas superiores incluyen entre sus
mecanismos de defensa la fitotoxicidad, como estrategia de control ante la germinacion de esporas y el
crecimiento micelial de hongos fitopatdgenos. Algunos de los metabolitos de plantas superiores han
sido reportados como altamente efectivos como inhibidores del crecimiento de patdgenos vegetales
(Satish y col., 2009; Khajista y Javaid, 2008). En Ecuador se registra una demanda creciente de
plaguicidas para el control de enfermedades de plantas. Segun la FAO el valor de las importaciones de
plaguicidas se multiplicé 47 veces en el periodo de 1972 a 2002 (Gaybor y col., 2006). En este proceso
se generan dafios ambientales y a poblaciones no objetivo, los cuales se asocian a problemas de salud
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de los agricultores y tienen consecuencias no cuantificables en el ecosistema megadiverso ecuatoriano
(Quintanay col., 2008).

Varios biopesticidas eco-compatibles son formulados a partir de extractos vegetales, los cuales
son mezclas de principios activos de plantas obtenidos mediante extraccion con un solvente apropiado,
el cual es evaporado y el residuo debe ser ajustado a una concentracioén previamente establecida en
ensayos in vitro (Koul y Walia, 2009). En este contexto, las investigaciones orientadas a probar la
efectividad de extractos vegetales como agentes biocontroladores de fitopatégenos en condiciones de
invernadero y campo constituye una aproximacion valida para recomendar el uso de estos
bioproductos en el control de plagas comunes en cultivos de importancia econémica.

Eucalyptus (familia Myrtaceae) es un género que agrupa a especies forestales nativas de
Australia, representado por alrededor de 700 especies. Este género de arboles altos, siempre verdes,
son cultivados en todo el mundo por el valor de su madera y su potencial en el desarrollo de
medicamentos y perfumes. Los compuestos biosintetizados por los miembros de esta especie ejercen
un efecto alelopético en el ecosistema vegetal, inhibiendo el crecimiento de especies competidoras,
debido a la produccion de varios aleloquimicos: p-mentano-3,8-dioles, eucaliptina, B-sitosterol y
triterpenoides (Jabeen y Javaid, 2008). Los extractos acuosos, hexanicos y metanélicos de Eucalyptus
citrodiora inhiben el crecimiento micelial de hongos fitopatdgenos que afectan cultivos de arroz, como
Bipolaris oryzae y Didymella byroneae (Harish y col., 2008). Ademas, numerosos trabajos cientificos
presentan evidencias en relacion al efecto antiflingico de extractos vegetales y aceites esenciales de
especies del género Eucalyptus. El aceite esencial de eucalipto posee un amplio espectro de
actividades bioldgicas, incluyendo antimicrobiana, antifingica, insecticida, repelente, herbicida,
acaricida y nematicida (Batish y col., 2008). Trabajos previos de nuestro grupo de investigacion
reportaron la dosis minima inhibitoria de extractos orgéanicos de E. globulus en ensayos in vitro (Cazar
y Parra, 2012).

Los resultados promisorios obtenidos en los ensayos en condiciones de laboratorio motivaron el
desarrollo de pruebas de invernadero y campo. El objetivo planteado fue establecer la dosis efectiva a
aplicarse en cultivos, donde los factores ambientales pueden afectar la estabilidad y modificar la
eficiencia de los biopesticidas, en comparacion a las condiciones in vitro. El patdgeno objetivo
pertenece al género Alternaria, conformado por hongos cosmopolitas, que causan diferentes
enfermedades en sus huéspedes. A. solani causa el tizon temprano de la papa (Solanum tuberosum) y
tomate (Licopersicum esculentum). Las infecciones con este patdégeno causan dafios en el follaje,
damping-off, lesiones en los tallos y frutos de varias especies. Estas enfermedades pueden ser muy
destructivas, causando a menudo la completa defoliacion de las plantas (Aslam y col., 2010).

En este trabajo se evalla la efectividad del extracto etanélico de eucalipto como biocontrolador
de Alternaria sp., en condiciones de invernadero y campo; en hortalizas de cultivo masivo en la sierra
sur ecuatoriana. A continuacion se revisara la metodologia empleada y los resultados obtenidos que
permiten sefialar la factibilidad del uso de extractos de eucalipto en el control de Alternaria sp. en
cultivos horticolas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES
Descripcién del area experimental

La presente investigacion se llevo a cabo en éareas urbanas y rurales de Cuenca, Ecuador. Las muestras
de hortalizas contaminadas fueron obtenidos de cultivos horticolas de la Parroquia San Joaquin. Los
extractos vegetales fueron preparados en el Laboratorio de Biotecnologia, Campus Balzain,
Universidad de Cuenca. En este campus se acondicionaron areas experimentales para el ensayo de
invernadero y campo. En el invernadero se desarrollaron cultivos de col (Brassica olearacea Alba) y
en campo se utiliz6 como organismo de prueba plantas de papa (Solanum tuberosum), variedad local
“chaucha”, proveniente de semillas certificadas.
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2.2. METODOS
Aislamiento y caracterizacién del microorganismo de prueba

El hongo fitopatdgeno Alternaria sp. fue aislado de hojas de col (Brassica oleracea) con sintomas
visibles de la enfermedad. Las pustulas fueron cortadas y transferidas asépticamente, previa
desinfeccion en etanol (70% v/v), en placas petri con Agar Papa-Dextrosa (agar base 2%, papa
deshidratada 1,5%, dextrosa 1,5%, pH = 5,5), con adicién de nistatina y cloranfenicol, con el fin de
evitar el crecimiento de bacterias y hongos ambientales. Las placas petri sembradas fueron incubadas a
25°C por 8 dias. Luego de varios repiques sucesivos se seleccionaron aislados puros, los cuales fueron
analizados para identificar el patdgeno en sus caracteristicas macro Yy microscépicas.
Macroscépicamente, se observaron la apariencia y colocacién caracteristica del género Alternaria.
Para las caracteristicas microscopicas se realizaron observaciones de micelio e hifas en microscopio,
usando un aumento de 40x. Las caracteristicas del micelio fueron observadas extrayendo una muestra
con cinta adhesiva y utilizando como colorante de contraste azul de lactofenol. Adicionalmente, se
realiz6 un microcultivo utilizando la técnica de camara de humedad. Mediante esta estrategia se
observaron estructuras fungales (conidios, conidioforos e hifas), las cuales fueron contrastadas con
claves de identificacion y se confirmd el género de los aislados del fitopatdégeno de prueba.

Obtencidn vy caracterizacién del extracto etanélico de Eucaliptus globulus

Se recolectaron partes aéreas de E. globulus, en un bosque ubicado en la Parroquia Ricaurte, Cuenca.
Las hojas fueron secadas al ambiente, protegidas de exposicion directa a la luz solar y la humedad.
Posteriormente, se separaron las nervaduras y se pulverizé el material vegetal en un molino manual.
La extraccion exhaustiva del material vegetal se realizd utilizando un solvente de elevada polaridad,
etanol, mediante un proceso continuo en un extractor Soxhlet (Soxhlet, 1879).

El extracto etanolico fue caracterizado cualitativamente mediante pruebas fitoquimicas. Se
desarrollaron ensayos de identificacion de azucares reductores mediante la prueba de Fehling (Fehling,
1849); la prueba de generacion de espuma en una solucion acuosa del extracto, atribuida a la presencia
de saponinas. Se ensay0 la presencia de alcaloides mediante el ensayo de Dragendorff (Daintith, 2008)
y se evalud la presencia de taninos, aminoacidos y flavonoides mediante las pruebas de cloruro férrico,
ninhidrina y Shinoda (Mallikharjuna y col., 2007), respectivamente. Adicionalmente, la presencia de
guinonas, esteroides y antocianidinas fue evaluada con ensayos fitoquimicos preliminares: pruebas de
Baljet, Borntrager, Lieberman-Burchard y Rosenheim (Corral Salvado y col., 1997), respectivamente.

Ensayo de invernadero

Con el fin de evaluar la eficiencia del extracto etandlico de E. globulus y ajustar la dosis efectiva para
el ensayo de campo, se realizd un ensayo de invernadero. Se prepararon macetas con plantulas de col
usando sustrato preparado a partir de tierra negra estéril y turba (proporcion 2:1). Las macetas fueron
regadas hasta capacidad de campo y se monitorearon antes del desarrollo del ensayo, para verificar la
viabilidad de las plantulas antes del ensayo. En el invernadero las condiciones de temperatura y
humedad fueron 25°C + 2°C y 70% de humedad relativa.

Veintisiete dias posteriores a la siembra y adaptacion de plantulas en macetas, una solucion de
esporas del hongo patégeno (2 x 10° esporas ml™) fue inoculado mediante aspersién en atomizadores.
En este ensayo se utiliz6 un disefio estadistico de bloques al azar (DBA) con tres repeticiones. El
ensayo de invernadero en col (B. oleracea) consistio en la prueba de tres niveles de concentracion de
extracto etanélico, cuya dosis efectiva fue establecida previamente en 200 mg I, tomando como
referencia el trabajo de Cazar y Parra (2012). Se establecieron tratamientos con diferentes
concentraciones de extracto (Tratamiento A: dosis efectiva incrementada en un 50%: 300 mg I™;
Tratamiento B: dosis efectiva incrementada en un 25%, 250 mg I*: Tratamiento C: dosis efectiva de
extracto, 200 mg I™); un control positivo (Tratamiento D: Trizimand, 225 g 100 1) y un testigo
(Tratamiento E). Cada tratamiento fue asignado aleatoriamente en un bloque, constituido por un
namero variable de macetas. En los tratamientos de control positivo y testigo se asignaron 10 macetas
por blogue y en los tratamientos de las dosis de extracto (A, B y C), 30 macetas por blogue. Los
bloques fueron repetidos por triplicado, constituyendo un experimento de bloques completos al azar.
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El extracto alcohdlico de eucalipto fue diluido a las concentraciones establecidas en el ensayo con
agua, adicionando como dispersante sodio dodecil sulfato a una concentracion de 2% v/v. Las
aspersiones se realizaron directamente en el follaje de las plantas con la ayuda de un atomizador.

Ensayo de campo

Para el ensayo de campo, una extension de 260 m?, ubicada a 2550 m.s.n.m fue dividida en cuatro
bloques de 2,70 m de ancho por 19 m de largo; cada blogue se subdividié en cuatro parcelas de 10,8
m?. El terreno seleccionado para el ensayo no registra desarrollo de cultivos previos y no se verifican
cultivos similares en los alrededores. El suelo presenta una capa arable superior de 50 cm. Previo a la
siembra se preparé el suelo mediante arado con yunta, incorporando residuos vegetales y controlando
malezas. La siembra se realizd 15 dias después de estas labores, permitiendo una adecuada
descomposicién de los residuos vegetales incorporados. Se utilizé semilla vegetativa de patata
variedad “chaucha”, empleando alrededor de 12 kg de semilla para un 4rea de 260 m®. Se realiz6 la
siembra a una distancia de 40 cm entre plantas y 50 entre surcos. La temperatura media y humedad
ambiental fueron de 16°C y 64%, respectivamente. En el periodo de cultivo (Diciembre 2011 - Marzo
2012), se registraron récords de precipitacion acumulada mensual, superiores a los de un afio normal
(INHAMI, 2012).

Cincuenta dias posteriores a la siembra se realiz6 el aporque y la inoculacion del patégeno de
prueba por atomizacién, segun lo descrito en el ensayo de invernadero. El experimento se desarrolld
mediante un disefio de bloques completos al azar, en los cuales se asignaron aleatoriamente cuatro
tratamientos, uno correspondiente al testigo y tres tratamientos con dosis de extracto en un rango de
220 a 420 mg I™. El rango de concentraciones seleccionado oscila en torno a la dosis efectiva en
invernadero, y se orienta a establecer la efectividad de estas dosis en la parcela de prueba. La respuesta
experimental fue el nimero de pustulas por foliolos en todas las plantas, sin considerar el efecto borde
de cada parcela experimental.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion del extracto etandlico de Eucalyptus globulus

Las pruebas fitoquimicas cualitativas del extracto etandlico de E. globulus revelaron la presencia de
guinonas, lactonas y coumarinas, como compuestos mayoritarios y menor cantidad de triterpenos y
esteroides. La presencia de polifenoles, caracterizados en estudios previos, ha sido asociada a la
actividad antioxidante de extractos de E. globulus. La actividad antioxidante esta relacionada con el
efecto antiflngico y antimicrobiano en los extractos en estudio (Amakura y col., 2009).

3.2.  Control de Alternaria sp. en cultivos de Brassica oleracea en condiciones de invernadero

Los datos obtenidos en la prueba de invernadero, realizada segun lo descrito en la seccion 2.2; fueron
analizados mediante Analisis de Varianza a una via (Fischer, 1925). Las posibles diferencias entre
tratamientos se analizaron con la prueba de intervalos multiples de Duncan (Duncan, 1955). Se
establecio la efectividad de los tratamientos en funcidn al nimero de lesiones foliares debidas al
ataque de Alternaria sp. en comparacion con el testigo. A continuacion se presentan los resultados
obtenidos en un diagrama de caja (Fig. 1), evidenciando las diferencias de medias entre los
tratamientos.

La hipdtesis que establece no existencia de diferencias de promedios de efectividad entre
tratamientos fue rechazada (F = 14,39; p < 0,05). La prueba post-hoc de Duncan establece que los
tratamientos A, B y D difieren significativamente del tratamiento C y el testigo. Por consiguiente, se
puede inferir que el nimero de lesiones foliares de las plantas tratadas con los tratamiento A y B
(concentracion de extracto de E. globulus 300 y 250 mg I, respectivamente) es similar a la del control
quimico aplicado en este ensayo. Esta dosis es utilizada como base para la prueba de campo, cuyo
objetivo es explorar un rango de concentraciones cercanas con el fin de establecer la eficiencia del
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extracto etandlico de E. globulus en condiciones ambientales, afectadas por factores bidticos y
abidticos propios del ecosistema agricola.
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Figura 1. Comparacién del namero de lesiones foliares en col, de los tratamientos y controles en
ensayo de invernadero. A: dosis efectiva +50%; B: dosis efectiva +25%; C: dosis efectiva; D: control
quimico; E: testigo.

3.3.  Control de Alternaria sp. en cultivos de Solanum tuberosum en campo

La efectividad del extracto etanélico de E. globulus en el control del patdgeno de prueba fue evaluada
en parcelas experimentales, segin lo descrito en la seccién 2.2. A continuacién se presenta un
diagrama de caja (Fig. 2) que compara los niveles de infestacion en pustulas foliares de los
tratamientos y el testigo.
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Figura 2. Comparacién entre nimero de lesiones foliares de los tratamientos y el testigo en ensayo de
campo. Concentraciones de extracto en los tratamientos: A =220 mg I™; B =320 mg I™"; C = 420 mg
I'; D: testigo.
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El gréfico revela que el nimero de lesiones foliares observado en las plantas con los tratamientos
experimentales es similar. Esta observacidn es corroborada mediante los resultados obtenidos en el
ANOVA (F = 0,08; p > 0,05). El andlisis estadistico muestra una considerable variabilidad entre los
tratamientos. Esto es atribuible a las condiciones ambientales propias de la serrania ecuatoriana. Las
abundantes precipitaciones pueden actuar como un dispersante del agente biocontrolador de prueba.
Una de las caracteristicas deseables en todo bioproducto agricola es su estabilidad ante las condiciones
de luminosidad propias de nuestra region. Varios metabolitos secundarios de un extracto vegetal
tienden a degradarse ante la luz solar, disminuyendo la eficiencia observada en condiciones in vitro o
de invernadero (Spadaro y Gullino, 2005).

Los resultados de la efectividad de extractos organicos vegetales como biocontroladores en
condiciones in vitro pueden, en ocasiones, no ser replicables a condiciones in vivo. No obstante, la
seleccion de biocontroladores mediante ensayos de laboratorio permite aproximarse a candidatos para
el desarrollo de nuevos agentes de biocontrol y establecer posibles mecanismos de accion asociados al
efecto observado en condiciones in vitro (Mejia y col., 2008). Esta informacion fundamenta el
desarrollo de pruebas de campo e invernadero, cuyo desarrollo representa un desafio para la
investigacion agraria actual, ya que se trata de disefiar ensayos robustos que permitan ofrecer
resultados que respalden el uso de productos naturales en el control de plagas y enfermedades de
cultivos.

4. CONCLUSIONES

En la presente investigacién se describe la metodologia para el aislamiento de Alternaria sp. y su uso
como patogeno de prueba en ensayos in vivo. El desarrollo del ensayo de invernadero permitio
establecer una dosis activa de extracto de E. globulus, la cual fue testada en una prueba de campo,
orientada al control de Alternaria sp. en cultivos de papa. Los resultados de invernadero fueron
promisorios, ya que la dosis efectiva en laboratorio incrementada en un 50 y 25% (300 y 250 mg 1™
tuvo una eficiencia comparable al control quimico. En la prueba de campo no se encontraron
diferencias entre tratamientos, evidenciando que las condiciones experimentales incrementan la
variabilidad de los resultados obtenidos y afectan la potencia de las pruebas estadisticas. Es necesario
replicar estas experiencias a pesar de las dificultades que plantea el desarrollo de una prueba de
campo. Sin el desarrollo de estas aproximaciones el uso de bioproductos en el agro no podria ser
establecido como una préactica efectiva, considerando los efectos beneficiosos en el ambiente, la menor
toxicidad para las poblaciones no-objetivo y el incremento de la seguridad de los alimentos cultivados
prescindiendo de los controles quimicos tradicionales.
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