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RESUMEN

En el Ecuador la agricultura se ve beneficiada debido a las condiciones favorables con que cuenta
el pais, aportando una gran variedad vegetal. En los Ultimos afios existe una creciente demanda de
frutales no tradicionales tales como el babaco, que es susceptible a Fusarium oxysporum f. sp.
vasconcellae que produce fusariosis. ElI uso de grandes cantidades de agroquimicos es la
principal estrategia para el control de la enfermedad y constituye un limitante para el maximo
desarrollo del cultivo. La presente investigacion se enfoque en encontrar una alternativa al uso de
quimicos para su control, utilizando elicitores como iniciadores de sintesis de metabolitos
secundarios implicados en la defensa. El experimento se realiz6 mediante dos aplicaciones via
foliar de elicitores como manitol (100 mM, 130 mM), &cido salicilico (10 mM, 20 mM) y metil
jasmonato (10 mM, 30 mM) utilizando un Disefio Completamente al Azar con una prueba de
significancia de Fisher al 95% para los tratamientos. Las variables evaluadas fueron la
concentracion de fenoles y el caracter antioxidante, como indicadores de la activaciéon de la
propia defensa de la planta e indicadores morfométricos importantes en el desarrollo de la planta
como altura y didmetro. La aplicacion de manitol 100 mM al nivel foliar representd el mejor
tratamiento para la produccion de metabolitos secundarios implicados en defensa e implicados en

la disminucion de la incidencia y severidad de la enfermedad.

PALABRAS CLAVE:
e BABACO
e ELICITOR

e METABOLITOS SECUNDARIOS

e CARACTER ANTIOXIDANTE
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ABSTRACT

In Ecuador, agriculture is benefited due to the favorable conditions that the country has,
providing a great variety of plants. In recent years there is a growing demand for non-traditional
fruit trees such as babaco, which is susceptible to Fusarium oxysporum f. sp. vasconcellae that
produces fusariosis. The use of large quantities of agrochemicals is the main strategy for disease
control and constitutes a limitation for maximum crop development. The present investigation
focuses on finding an alternative to the use of chemicals for its control, using elicitors as initiators
of synthesis of secondary metabolites involved in defense. The experiment was performed using
two foliar applications of elicitors such as mannitol (100 mM, 130 mM), salicylic acid (10 mM,
20 mM) and methyl jasmonate (10 mM, 30 mM) using a Completely Random Design with a test
of 95% significance of Fisher for treatments. The variables evaluated were the concentration of
phenols and the antioxidant character, as indicators of the activation of the plant's own defense
and important morphometric indicators in the development of the plant such as height and
diameter. The usage of 100 mM mannitol at the foliar level represented the best treatment for the
production of secondary metabolites involved in defense and involved in the reduction of the

incidence and severity of the disease.

KEYWORDS:
e BABACO
e ELICITOR

e SECONDARY METABOLITES

e ANTIOXIDANT CHARACTER



CAPITULO |
INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

En el Ecuador una gran parte de la poblacion depende de la agricultura ya que contribuye
en gran escala a la alimentacion del sector rural. El suelo es un recurso fundamental que tiene el
pais, que influenciado por la diversidad climatoldgica y precipitaciones adecuadas permite
obtener una gran variedad de productos agricolas. EI Ecuador posee climas privilegiados que
varian de acuerdo a la altitud y las regiones, por ello la produccién de arboles frutales en el pais
es inmensa, extendiéndose en la Costa, la Sierra 'y en el Oriente (Knapp et al., 2019).

La demanda de frutales exdticos a nivel nacional e internacional estd en un continuo
crecimiento tal es el caso de frutas no tradicionales como el babaco, esto debido a sus
caracteristicas nutricionales y organolépticas (Bonilla et al., 2018). El desarrollo méximo de la
produccidn de este tipo de frutales se ve afectada por la presencia de enfermedades, en especial
por la presencia de la fusariosis, una enfermedad que ha devastado plantaciones enteras de
babaco (Ochoa & Ellis, 2002).

Una de las principales estrategias para el control de las enfermedades en las plantas, es
representada por el uso de compuestos quimicos, que hoy en dia se constituye como la primera
linea de defensa contra los patdgenos ya que sin la produccion y comercializacion de tales
productos no seria posible la produccion de frutales. Existe cada vez mayor preocupacién en el
publico consumidor por adquirir frutales y legumbres libres de agroquimicos debido a que se
conocen los enormes riesgos que causan a la salud humana el consumo prolongado de estos

compuestos. Por esta razon existe un interés mayor en buscar nuevas alternativas para el control
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de las enfermedades en plantas, como estrategias ecoldgicas, representadas por el control
biolégico y también por el uso de elicitores (Ragsdale & Sisler, 1994).

Los elicitores son sustancias con la capacidad de activar el sistema defensivo de las plantas,
mediante la activacion de varias rutas biosintéticas que inducen a la produccién de compuestos
fenolicos y la activacion de enzimas relacionadas con la defensa de las plantas. La utilizacion de
este tipo de sustancias podria contribuir para desarrollo del sector agricola (Thakur & Sohal,
2013).

Estudios realizados en México evaluaron el efecto de elicitores de origen biotico en plantas
de tomate sometidas a estrés por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici evaluando el vigor y la
calidad de frutos de tomate, concluyendo que la utilizacion de estas sustancias disminuye la
gravedad de los sintomas causados por la inoculacién del agente patdégeno (Garcia et al., 2018).

En Colombia se realizd una investigacion en cultivos in vitro en plantas de Physalis
peruviana L. para la produccién del metabolito 4R-hidroxiwithandlido E, mediante la aplicacion
de cuatro elicitores y una posterior infeccion con Agrobacterium rhizogenes C 106, utilizando
cromatografia liquida para la determinacion del metabolito, concluyendo que con la aplicacién de
una concentracion de 10mM de &cido salicilico se obtuvo una mayor produccion (Pifieros et al.,
2009).

En la provincia del Carchi, para el control de mancha chocolate (Botryitis fabae L.), en el
cultivo de haba se evaluaron diferentes dosis de &cido acetilsalicilico como elicitor, obteniendo
una menor incidencia de la enfermedad con la utilizacion de 1,5 mL de acido acetilsalicilico por

cada litro de agua (Lucero, 2014).



3

En el pais en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, investigaciones realizadas en
platano barraganete, establecen que Sigatoka negra (Micosphaerella fijiensis Morelet), es una de
las enfermedades de mayor importancia en musaceas debido a los dafios que ocasiona en la
produccién y calidad de fruto. En el estudio se evaluaron tratamientos de acido salicilico y
Mancozeb, obteniéndose los mejores resultados sobre la produccion con la utilizacion de 7,5 mL
de &cido salicilico (Chico, 2014).

1.2 Justificacion

La agricultura en el pais es uno de los sectores de mayor importancia ya que contribuye a la
economia y a la seguridad alimentaria (Monteros et al., 2015). La demanda creciente de
alimentos, la industrializacion, la apertura de nuevos mercados, la soberania alimentaria, han
implementado el uso de grandes cantidades de agroquimicos para de esta manera incrementar
ganancias en un periodo de tiempo corto, contaminacion el suelo y fuentes hidricas (Brassel et
al., 2011).

El desarrollo agricola en gran medida se ha dado en base a la produccion de diversos
cultivos, entre los que destacan frutales exéticos y no tradicionales como el babaco, abasteciendo
de materia prima para las diferentes industrias en el pais (Uzcategui, 2007). Este frutal se
constituye como una importante opcion para los agricultores de la region Interandina
representando una alternativa de exportacion debido a la creciente demanda interna y externa
(Simbafa, 2018). La fruta posee caracteristicas organolépticas y nutricionales, entre las que se
destaca la vitamina C y la enzima papaina que ayuda en el proceso digestivo (Garcia, 2011). En
el Ecuador alrededor del 80 % de la fruta es producida bajo invernadero siendo las principales
provincias productoras de babaco Tungurahua con el 57% de hectareas cultivadas, seguido de

provincias como Azuay e Imbabura (Gordon, 2010, citado en Simbafia, 2018).
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El babaco es uno de los frutales con excelente potencial para la comercializacion dentro y
fuera del pais viéndose afectado por problemas relacionados con agentes patdgenos (Bravo et al.,
2012). El frutal es susceptible a diversos problemas entre los que resaltan los desbalances
térmicos, plagas y enfermedades lo que implica un alto uso de productos quimicos para su
cuidado que se ve reflejado en un elevado costo de produccion (Soria, 1997). La fusariosis se
constituye en una de las enfermedades de mayor importancias dentro del cultivo ya que es la
causante de pérdidas en la produccion de plantulas de hasta el 100% y de un 50% en la
produccién de fruta (Quillay, 2011).

El uso de agroquimicos es una de las primeras alternativas tomadas en cuenta para el
control de la enfermedad ya que puede minimizar los dafios causados por la agente causal,
mediante su uso adecuado y cuidadoso que incluye recomendaciones técnicas, siempre y cuando
el nivel de la enfermedad no sea avanzado (Bravo et al., 2012). Debido a que el babaco no tolera
dosis altas y productos que contengan aceite, el uso de estos compuestos debe ser controlado
(Soria, 1997).

Debido a lo mencionado es importante la busqueda de alternativas al control quimico, que
se ha demostrado ser nocivo con el medio ambiente y con el ser humano, (Riveros et al., 2004).
La implementacion de nuevas técnicas para el desarrollo agricola y proteccion del medio
ambiente que evita el uso de quimicos, se constituye como una alternativa importante la
utilizacion de elicitores que influyen en la activacion del sistema proprio de defensa de la planta a
través del incremento de la produccion de metabolitos secundarios implicados en la proteccién de
la planta contra patdgenos disminuyendo Yy retardando los dafios causados por las enfermedades

(Thakur & Sohal, 2013).



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general
Aplicar elicitores en plantas de babaco para la obtencion de metabolitos secundarios y tolerancia
a Fusarium oxsiporum f. sp. vasconcellae.
1.3.2 Objetivos especificos
e Determinar el efecto de dos dosis de elicitores (Acido salicilico, Metil jasmonato y
Manitol) sobre la produccion de fenoles y crecimiento de plantas de babaco.
e Evaluar el efecto de la inoculacion con Fusarium oxysporum f. sp. vasconcellae en
plantas de babaco tratadas con elicitores sobre severidad e incidencia.
1.4 HipOtesis
H1: La aplicacién de elicitores en plantas de babaco incrementa el contenido foliar de fenoles y
disminuyen el ataque ocasionado por Fusarium oxysporum f. sp. vasconcellae.
HO: La aplicacion de elicitores en plantas de babaco no incrementa el contenido foliar de fenoles

y no disminuye el ataque ocasionado por Fusarium oxysporum f. sp. vasconcellae.



CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA

2.1 Cultivo de babaco

El babaco es originario de las zonas andinas Colombianas y Ecuatorianas, cultivado a lo
largo de los valles de la serrania ecuatoriana en lugares donde las condiciones climéticas son
favorables para su produccion (Bonilla et al., 2018). La fruta tiene un importante potencial para
exportacion debido a las caracteristicas positivas tales como su sabor agradable, aroma y
contenido nutricional (Bravo et al, 2012).
2.1.1 Taxonomia

El babaco pertenece al reino Plantae, division Anthophyta, clase Angiospermae, subclase
Magnoliopsida (Dicotiledonea), orden Parietales, familia Caricaceae, género Vasconcellea,
nombre cientifico Vasconcellea heilbornii var. pentagona Badillo, nombre comin Babaco
(Badillo et al., 2000).
2.1.2 Descripcion boténica

Son plantas arbustivas que poseen un solo tallo herbaceo cilindrico, con hojas
pentalobuladas dispuestas en forma alterna en el tallo. El babaco solo poseen flores femeninas
que dan lugar a la formacion de un solo fruto partenocarpico. El sistema radical es delicado
haciendolo susceptible a enfermedades y a suelos con gran capacidad de retencién de agua
(Fabara et al., 1985; Soria, 1997).
2.1.3 Ciclo del cultivo

El ciclo del babaco inicia con la brotacion que es un periodo comprendido a partir de los 28
hasta los 80 dias, seguido de la floracion que tiene inicio a los 119 extendiéndose hasta los 170

dias, la fase comprendida desde 147 hasta 198 dias se la conoce con el nombre de fructificacion,
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el proceso de maduracion de frutos se da inicio a partir de los 10 a 12 meses, dado por un cambio
de la coloracion de la corteza y por ultimo la planta entra en un receso vegetativo el cual coincide
con el término de la produccién (Fabara et al., 1985).

2.1.4 Plagas
2.1.4.1 Nematodos de la raiz

Los nematodos estan presentes en las raices es por esta razén que se dificulta la absorcion
de agua y nutrientes, su presencia viene acompariado de sintomas tales como un bajo crecimiento,
clorosis y deformacion de frutos (AAIC, 2003). La utilizacidén de herramientas que no hayan sido
debidamente desinfectadas contribuye a la diseminacién de la plaga. Los métodos quimicos y
bioldgicos son importantes para el control de la poblacion de nematodos (Soria & Viteri, 1999).
2.1.4.2 Acaros

Los acaros o arafiita roja son es una plaga que se encuentra fundamentalmente en las hojas
jévenes (Montenegro, 2009). Esta plaga esta presente en el envés de las hojas formando colonias
las cuales se alimentan de la savia (Fabara et al., 1985; Soria, 1997). Su presencia en la zona
apical provoca la formacion de hojas débiles y pequefias, un ataque severo de la plaga hacen que
estos se alimenten del fruto haciendo que estos se tornen de color marron disminuyendo su
calidad (AAIC, 2003).
2.1.5 Enfermedades
2.1.5.1 Oidio

La presencia de Oidium sp. se presenta como manchas en el envés de las hojas, algunas de
ellas cubiertas de polvo blanco, la presencia de la enfermedad se ve favorecida con una baja
humedad ambiental. Dependiendo de la severidad de la enfermedad esta puede llegar a

presentarse en hojas, peciolos y flores (Soria & Viteri, 1999).



2.1.5.2 Alternaria

Conocida como lancha, el agente causal es Alternaria sp. afecta principalmente a las hojas
maduras. Los sintomas iniciales aparecen como manchas de color amarillento para luego tornarse
de color marron en las cuales se distinguen anillos concéntricos (Montenegro, 2009). Los
periodos extensos de lluvia pueden influenciar positivamente en la presencia de la enfermedad
pudiendo afectar casi al 80 % de las hojas y en algunos casos causar la defoliacién total de la
planta (Fabara et al., 1985).
2.1.5.3 Fusariosis

Fusariosis o la marchites vascular del babaco, es una de las enfermedades de mayor
importancia dentro del cultivo, inicialmente esta enfermedad tuvo presencia en los valles del
norte del pais, pero en la actualidad con la movilizacion del material de siembra ha contribuido
con su diseminacion en todo el pais (Bravo et al., 2012; Ochoa & Ellis, 2002).

La enfermedad fungica es causada por el hongo imperfecto Deuteromycetes perteneciente
al género Fusarium (Bravo et al., 2012). En el afio 2000 Ochoa y Fonseca, caracterizaron
morfolégicamente al agente causal de la fusariosis asignandole el nombre de Fusarium
oxysporum f. sp. caricae, hongo causante de la enfermedad conocida como marchites vascular.
Para el afio 2004 los mismos autores reclasificaron el nombre del microorganismo como
Fusarium oxysporum f. sp. vasconcellae, debido a que taxénomos reclasificaron el nombre del
babaco de Carica heilbornii var. pentagona a Vasconcellea heilbornii var. pentagona Badillo
(Robles et al., 2016).
2.1.5.3.1 Ciclo de vida del agente causal de la fusariosis

El agente causal de la fusariosis debe encontrarse en contacto con los 6rganos de las

plantas, el cual ingresa por las aberturas naturales o heridas hacia el interior de la raiz (Agrios,



1995). En la corteza de la raiz se propaga el micelio y este al llegar a los vasos del xilema viaja
hacia el apice de la planta donde se ramifica e inicia la formacion de microconidias que son
separadas Yy transportadas hacia la parte superior de la planta con el torrente de savia (Agrios,
1995).

El micelio en el lugar que se detiene se expande a través de la planta consumiendo
elementos nutritivos e impidiendo el paso de agua y savia (Sarasola & Rocca, 1975). La
reproduccion del hongo se efectia a partir de tres clases de esporas asexuales que son
denominadas microconidias y macroconidias que cumplen funciones tales como la diseminacion
y reproduccién en la planta y las clamidosporas que son estructuras de resistencia a condiciones
desfavorables (LIacer et al.,1996, citado en Bravo et al., 2012).
2.1.5.3.2 Sintomatologia

La presencia de esta enfermedad fungica inicialmente provoca clorosis de las hojas bajas de
las plantas y conforme la infeccidn va progresando puede ocasionar la caida prematura de flores,
frutos acompafada de necrosamiento del apice y la defoliacion total de la planta (Bravo et al.,
2012).

Ochoa & Fonseca (1997), citado por Bravo et al., (2012), establecieron una escala del
desarrollo sintomatico en las hojas babaco y de esta manera permitiendo realizar un control
eficiente de la enfermedad.

Tabla 1

Escala esquematica del desarrollo sintomatolégico foliar de
Fusarium oxysporum f. sp. vasconcellae

Nivel  Sintoma

0 Planta sana.

1 Clorosis en la hoja inferior de la planta.

2 Cloraosis del 25 % del follaje. -

3 Clorosis del 50 % del follaje. Defoliacién moderada. CONTINUA |:>
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4 Cloraosis del 75 % del follaje.

5 Clorosis total 100 % del follaje. Defoliacion severa.

7 Necrosis inicial del apice del tallo. Planta completamente defoliada.
9 Necrosis de mas del 50% del tallo.

Fuente: Bravo et al., (2012)

2.1.5.3.3 Manejo de la enfermedad

Para el manejo de la fusariosis se practican diferentes labores culturales entre las que se
encuentra el riego localizado, la utilizacién de material vegetal libre de enfermedades (Fabara et
al., 1985). La utilizacion de patrones de Carica papaya L. y Vasconcellea monoica se
constituyen como una alternativa eficiente que ayuda a retardar la presencia y desarrollo de la
enfermedad permitiendo realizar un control quimico oportuno (Ochoa & Ellis, 2002).

La utilizacion de productos quimicos tales como Carbendazim y Propiconazol 25% son
eficaces para el control de la enfermedad cuando esta ha alcanzado un nivel 1 de sintomatologia
(Bravo et al., 2012). Al detectar niveles de sintomas elevados es recomendable la eliminacion de
las plantas y posterior desinfeccion del lugar (Soria & Viteri, 1999).

2.2 Induccion de resistencia

La induccién de resistencia en las plantas involucra la activacion los mecanismos
defensivos de las plantas por medio del uso de inductores. Es importante saber que la actividad
del inductor se debe a la capacidad de activar en la planta los mecanismos propios de defensa.
Una planta que ha sido infectada o tratada con organismos atenuados de un patdégeno puede
adquirir resistencia a la enfermedad. Estudios realizados en papa inocularon una cepa avirulenta
de Phytophthora derivo en una respuesta hipersensible con la acumulacion de fitoalexinas (Da

Silva et al., 2008).
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2.2.1 Resistencia local

Las plantas se encuentran en una constante relacion planta-organismo patégeno, a esta
resistencia se la puede dividir en compatible cuando el patégeno entra en contacto con la planta y
causa enfermedad e incompatible en el momento en el que el patdgeno ingresa a la planta que
tiene activo su mecanismo de defensa y no provoca infeccion (Da Silva et al., 2008).

Como respuesta al ingreso de organismos invasores hacia la planta se produce muerte
celular, que es una reaccion de defensa rapida y localizada (Riveros et al., 2004). De esta forma
microorganismos no compatibles pueden originar cambios radicales en la actividad metabdlica
celular y a este mecanismo se lo denomina reaccion hipersensible, que se caracteriza por la
limitacidn del crecimiento del patogeno en el lugar de la infeccion (Da Silva et al., 2008).

2.2.2 Resistencia sistémica adquirida (RSA)

Las plantas que han sobrevivido al ataque de un agente patdgeno pueden defenderse contra
ataques subsiguientes este efecto es conocido como resistencia sistémica adquirida (Camarera &
Torre, 2007). La resistencia se activa después de la infeccion de un agente patdégeno de forma
interna, local y sistémica tiene un amplio espectro comprobandose que su duracién en ocasiones
puede ser de varias semanas (Molina & Rodriguez, 2008).

La resistencia sistémica adquirida se manifiesta por la liberacion de una sefial en el lugar de
la infeccion provocando necrosis y llevando la sefial a diversas partes de la planta induciendo
reacciones defensivas que protegen a la planta contra una infeccion siguiente (Da Silva et al.,
2008). La aplicacion de acido salicilico de forma externa en las plantas puede generar una

respuesta idéntica a la provocada por el SAR (Molina & Rodriguez, 2008).
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2.2.3 Resistencia sistémica inducida (RSI)

En la resistencia sistémica inducida el agente inductor no provoca sintomas en el lugar de la
infeccion pero si induce a la planta la activacion de los mecanismos de defensa para protegerse de
ataques de patogenos (Da Silva et al., 2008). Es una importante opcion para el control de
enfermedades, involucra agentes inductores externos que son reconocidos internamente en la
planta. Este proceso tiene como finalidad el aumento de la resistencia en las plantas, la cual
puede ser local 0 en un lugar distante en el que sucedio la infeccién (Gomez & Reis, 2011).

La resistencia de plantas contra los patdgenos consta de la activacién de una serie de
sistemas de defensa, en el que la planta reconocera al patdgeno, emitira una sefial y activara sus
mecanismos de defensa con la produccién de metabolitos secundarios (Van Loon & Van Strien,
1999).

2.3 Mecanismos de defensa de las plantas

Los mecanismos de defensa de las plantas pueden clasificarse en barreras bioquimicas y
barreras estructurales como estrategias de proteccidn contra agentes patdgenos (Da Silva et al.,
2008).

2.3.1 Barreras estructurales

Las barreras estructurales son conocidas como defensas pasivas 0 estaticas entre las que se
tiene a las cuticulas cerosas, tricomas, espinas que le confieren a la planta una ventaja sobre el
agente perjudicial (Da Silva et al., 2008). Las barreras estructurales representan cualidades
anatomicas y estructurales propias de las plantas constituyéndose como la primera linea de

defensa contra patdgenos (War et al., 2012).
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2.3.2 Barreras bioquimicas

Las barreras de defensa de las plantas contra patégenos se pueden activar con la presencia
del patégeno o sus productos (Da Silva et al., 2008) a través de diferentes mecanismos de defensa
como la acumulacion de metabolitos secundarios entre los que se encuentran fenoles,
fitoalexinas, lectinas, taninos entre otros (Riveros et al., 2004).
2.4 Metabolitos secundarios implicados en defensa

Los metabolitos secundarios son derivados del metabolismo primario cumplen diversas
funciones para las plantas interviniendo en su proteccién contra el ataque de agentes patdégenos
(Rojas et al., 2015). Para la sintesis de metabolitos secundarios es necesario una buena cantidad
de energia proveniente del metabolismo primario (Ragsdale & Sisler, 1994).
2.4.1 Fitoalexinas

Las fitoalexinas son compuestos de bajo peso molecular que son sintetizados después de
que ha ocurrido una infeccion, estrés, dafios mecanicos o agentes quimicos. Estos metabolitos son
producidos en células sanas que se encuentran cerca de las células dafiadas. El proceso de
resistencia se produce cuando las fitoalexinas han alcanzado una concentracion perceptible
(Mateos & Leal, 2007).
2.4.2 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de origen fendlico por el hecho de poseer anillos
bencénicos en su estructura. Existen diferentes tipos de flavonoides entre los mas comunes se
encuentran las flavonas y flavonoles que estdn presentes en diversos vegetales. Entre las
caracteristicas principales atribuidas a estos compuestos se encuentran las propiedades

antialérgica, antiulcérica y antiinflamatoria (Rojas et al., 2015).
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2.4.3 Terpenoides y esteroides

Los terpenoides y esteroides son compuestos volatiles que tienen varias funciones
bioldgicas constituyéndose como una fuente de actividad antiséptica en contra de organismos
patdgenos. Como ejemplos de terpenoides mas comunes se pueden citar a la canela, menta vy
tomillo (Ragsdale & Sisler, 1994).
2.4.4 Alcaloides

Los alcaloides con metabolitos que tienen como caracteristica principal la presencia de
nitrdgeno en su estructura, algunos de estos compuestos son insolubles en agua y pueden
reaccionar con los acidos para la formacion de sales. Son sintetizados a partir de aminas entre los
alcaloides mas conocidos estan el acido nicotinico, la cocaina, la morfina y la cafeina (Rojas et
al., 2015).
2.4.5 Fenoles

Los compuestos fendlicos estan constituidos por un anillo bencénico el cual puede contener
uno o varios grupos hidroxilo dividiéndose en acidos fendlicos, estribenos y lignanos (Valls et
al., 2000). Son de origen vegetal, asociados con la defensa de las plantas contra probables ataques
de hongos y bacterias, presentes en la pigmentacion de varias partes de las plantas (Creus, 2004).
La sintesis de este tipo de compuestos esta relacionada con el reticulo endoplasmatico de las
células (Da Silva et al., 2008). Estas sustancias pueden proteger a las células disminuyendo el
dafo ocasionado las enfermedades (Gutiérrez et al., 2008).

Los fenoles engloban un grupo grande de compuestos aromaticos generalmente clasificados
por el nimero de carbonos presentes en su estructura. La exposicion de las plantas al estrés

producto de la interaccion con organismos patégenos provoca la acumulacion de fenoles a nivel
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de la epidermis de los tejidos vegetales representando una alternativa para el control de
organismos infeccioso en la produccion agricola (Bhattacharya et al., 2010).

2.5 Elicitores

Los elicitores son sustancias quimicas de diversos origenes bidtico y abiotico, que tienen la
capacidad de incitar en un organismo cambios fisioldgicos. Los inductores de origen bioticos
pueden provenir de hongos, bacterias, virus, componentes de la pared celular (Zhao et al., 2005).
Elicitores abidticos son de origen quimico, entre los que se encuentran iones de metales pesados,
radiacion UV. En la actualidad son utilizados como activadores del sistema defensivo de las
plantas (Ozeretskovskaya & Vasyukova, 2002; Riveros et al., 2004).

Entre las sustancias comunmente utilizadas se encuentra el acido salicilico, salicilato de
metilo, benzotiadiazol, &cido benzoico, quitosano, entre otras. Estas sustancias tienen la facultad
de producir compuestos fendlicos y diferentes enzimas relacionadas con la defensa de las plantas
(Thakur & Sohal, 2013). La aplicacion de estos inductores sobre la superficie de las plantas

comunmente genera respuesta de proteccion de las plantas (Mejia, 2014).

2.6 Fitohormonas

Las fitohormonas o hormonas vegetales son moléculas que se encuentran involucrados en
procesos fisioldgicos y bioquimicos, ademas estan implicadas en la induccion de la respuesta a la
invasion por patogenos (Porta & Jiménez, 2019). Los fitorreguladores son producidos por las
plantas un lugares distintos a los que actian son compuesto de origen vegetal (Quilambaqui,
2003).

Las fitohormonas a partir de una red de sefiales inician un proceso de defensa contra

organismos patogenos, estas desempefian un rol importante en las plantas con funciones tales
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como crecimiento, desarrollo y defensa. El acido salicilico, metil jasmonato y etileno cumplen un
papel fundamental en las vias de transduccion de sefiales de defensa (War et al., 2012).

2.6.1 Jasmonatos

El &cido jasménico y todos sus compuestos derivados son considerados como mediadores
que incitan la sefializacion para la acumulacion de metabolitos secundarios en las plantas como
son los flavonoides, alcaloides, terpenoides y fenilpropanol. La aplicacion externa de metil
jasmonato estimula la sintesis de metabolitos secundarios (Zhao et al., 2005).

El metil jasmonato es un éster metilico derivado del &cido jasmonico. La utilizacion de
estos compuestos incrementar la concentracion de compuestos fenolicos, en post —cosecha
incremental la vida util de frutas y vegetales. La aplicacion de jasmonatos han incrementado la
concentracion de compuestos fendlicos y antocianos (Portu, 2017). Los jasmonatos, aumentan la
reaccion contra ataques de insectos, infecciones causadas por patdgenos y por actividades
mecanicas. Ademas de las funciones de defensa por parte de los jasmonatos se ha determinado la
participacion de estos en la maduracion de semillas, produccién de polen, crecimiento de raices
(Cruz et al., 2003).

2.6.2 Acido salicilico

El 4cido es una hormona vegetal que forma parte de los compuesto fendlico que se
encuentra presente en todos los vegetales, implicado en del desarrollo y crecimiento de los de las
plantas, asi como en la actividad fotosintesis y transpiracion (Cruz et al.,2003). Esta hormona
vegetal tiene una gran movilidad; pero un tiempo de vida muy corto (Mogollén & Castafio,
2011). Es una fitohormona que desempefia una funcién importante promoviendo la activacion
del sistema defensivo de las plantas en contra de tensiones bidticas y abidticas (War et al., 2011)

y como respuesta al ataque de fitopatdgenos (Loake & Grant, 2007).
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Ademas de lo anterior mencionado el &cido salicilico tiene un efecto positivo sobre el
crecimiento y desarrollo de los vegetales, es un inductor esencial, para la instauracion de la
resistencia sistémica adquirida. En el momento en el que las plantas son afectadas por los
patogenos el acido salicilico se concentra rapidamente en el lugar de la infeccion, dando como
resultado la respuesta hipersensible de la planta difundiéndose hacia otras partes de la misma e
induciendo una alta gamma de repuestas defensivas (Zhao et al., 2005).

2.6.3 Manitol

El manitol es un azlcar propio de la sintesis de plantas superiores, que es transportado a
través del floema hacia los conocidos 6rganos vertederos (raiz, fruto), en estos lugares se
encuentra la enzima manitol deshidrogenasa que es la ruta enzimatica para la asimilacion del
manitol a través de la transformacidn de manitol a manosa (Loescher et al., 1992; Stoop & Pharr,
1993).

El manitol es una sustancia quimica inerte, no toxica utilizada frecuentemente para simular
el déficit hidrico. Entre las ventajas de la utilizacion de manitol se encuentran la tolerancia a la
salinidad, estrés osmotico y una posible respuesta de las plantas al ataque de patégenos (Avila et
al., 2007). Esta sustancia puede desempefiar un rol importante en el estrés producido en la

interaccidn planta patdgeno (Stoop & Pharr, 1993).
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

3.1 Area de estudio

El proyecto de investigacion se instalo en el invernadero de silvicultura de la Hacienda El
Prado, provincia de Pichincha en el canton Rumifiahui, parrogquia San Fernando. Los andlisis de
laboratorio se los realizo en las instalaciones de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE y
de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria.
3.2 Ubicacion geograéfica facultad de Ingenieria Agropecuaria IASA 1.
Altitud: 2748 m.s.n.m.
Latitud: 0°23°11.16” S.
Longitud: 78°25°1,56” O.
3.3 Ubicacidn ecologica
Precipitacion: 1332,72 mm
Altitud: 2748 m.s.n.m.
Temperatura promedio: 13,96 °C.
Zona de vida: Bosque humedo.
Piso altitudinal: Montano bajo.
3.4 Materiales
3.4.1 Reactivos

Manitol, &cido salicilico, metil jasmonato, PDA, &cido gélico, reactivo de Folin — Ciocalteu,
carbonato de sodio, Buffer acetato, cloruro férrico, sulfato ferroso (los reactivos fueron

proporcionados por la Ph.D. Raluca Mihai directora de tesis).
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3.5 Métodos
La metodologia descrita a continuacion se dividio en dos secciones. La primera parte se
establecio para determinar el mejor tratamiento en cuanto a la produccion de metabolitos
secundarios. La segunda parte fue establecida para evaluar el efecto de los elicitores sobre la
disminucion de la incidencia y severidad de la enfermedad fusariosis en plantas de babaco.

3.5.1 Determinar el efecto de dos dosis de elicitores (Acido salicilico, Metil jasmonato y
Manitol) sobre la produccion de fenoles y crecimiento de plantas de babaco

3.5.1.1 Disefio experimental
3.5.1.1.1 Factores a probar

La presente investigacion esta conformada por los tratamientos descritos en la Tabla 2.

Tabla 2

Descripcion de los tratamientos evaluados en platas de babaco
N.° Nomenclatura Descripcion

T1 TO 0mM

T2 Mj10 10 mM de metil jasmonato (Portu, 2017).

T3 Mj30 30 mM de metil jasmonato

T4 Asl10 10 mM de &cido salicilico (Mejia, 2014).

T5 As20 20 mM de &cido salicilico

T6 M100 100 mM de manitol

T7 M130 130 mM de manitol

3.5.1.1.2 Tipo de disefio experimental

Para la investigacion se empled una estructura de parcela completamente al azar (DCA) y 4
repeticiones por tratamiento.
3.5.1.1.3 Caracteristicas de las unidades experimentales

Las unidades experimentales estuvieron constituidas por fundas plasticas de 20 x 20 cm
mismas que contenian una planta de babaco, dispuestas a 20 cm entre cada funda. Los

tratamientos se distribuyeron de forma aleatoria en el campo.



3.5.1.1.4 Croquis experimental
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Figura 1 Distribucion aleatoria de los tratamientos.

3.5.1.1.5 Esquema de anélisis de varianza

Tabla 3

Analisis de varianza para determinar la mejor dosis de
elicitor para la produccion de fenoles.

FdeV Gl
Tratamientos 6

Error 21
Total 27

F de V: fuentes de variacion.; gl: grados de libertad.

3.5.1.1.6 Modelo matematico
Yij = p+Ti + &ij

Donde: u= Media general

Ti= Efecto del i — ésimo tratamiento.

eij= Error experimental

3.5.1.1.7 Coeficiente de variacion

El coeficiente de variacion es un indice que mide el porcentaje (%) de error con respecto a

la media, los valores altos del coeficiente de variacion, indican que existe alta variabilidad en los

datos, por lo tanto, no estarian respaldando una verdadera evaluacion de los tratamientos y en

definitiva la credibilidad de los resultados y del experimento en general.
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CV=35/(X)* 100

En donde: CV = Coeficiente de variacién

0 = Desviacion estandar

X = Media

3.5.1.1.8 Anélisis funcional

Para el analisis estadistico se utilizo el paquete informéatico INFOSTAT, en el que se
realiz6 un anélisis de varianza (ANAVA) y para la determinacién de una diferencia minima
significativa se realizd una prueba de comparacién de medias de LSD Fisher al 95 % de
confiabilidad (Di Rienzo et al., 2015).
3.5.1.2 Variables a medir
3.5.1.2.1 Fase de campo
3.5.1.2.1.1 Altura de la planta

Se registraron las alturas de las plantas con la ayuda de regleta partiendo del brote hasta el
apice (Delgado, 2014). Las mediciones fueron realizadas a los 0, 15 y 30 dias (Cueva, 2007).
3.5.1.2.1.2 Didmetro del tallo

El diametro del tallo se lo midié con la ayuda de un calibrador pie de rey, midiendo en la
base del brote de la planta, las mediciones fueron realizadas a los 0, 15 y 30 dias (Cueva, 2007).
3.5.1.2.2 Fase de laboratorio
3.5.1.2.2.1 Contenido de fenoles totales

Para la determinacion del contenido de fenoles totales se agregd 2mL de agua destilada en
un tubo de ensayo, 0,4 mL de los extractos y 0,4 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu, a la mezcla

se la dejé reposar durante un periodo de 5 minutos en la obscuridad. Transcurrido el tiempo se
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agrego a la solucion 0,4 mL de Na,COs al 20% y por ultimo se agreg6 0,8 mL de agua destilada
dejandola reposar por un una hora en la obscuridad. Se emple6 como blanco siguiendo la misma
metodologia utilizando 0,4 mL de metanol en lugar de los extractos. Para establecer la curva
estandar, se utilizé acido galico en concentraciones que van desde los 50 hasta los 800 mg/L
aplicando el mismo procedimiento que las muestras, midiendo las absorbancias a una longitud de
onda de 765 nm. EIl contenido de fenoles se lo expres6 en miligramos equivalentes de &cido
galico (Machu et al., 2015).
3.5.1.2.2.2 Determinacion del caracter antioxidante con método FRAP

Los analisis se los expreso en pmol de Fe2+ por gramo de muestra. Para la determinacion
del caracter antioxidante, se prepar6 una solucién 0,3 M de buffer acetato de sodio ajustada a un
pH de 3,6 con acido acético, una solucion de TPTZ 10 mM disuelto en HCI 40mM y por ultimo
una solucion de cloruro férrico 20 mM. Se realiz6 una mezcla de las soluciones en una relacion
10: 1: 1 de buffer acetato, TPTZ y cloruro férrico respectivamente, denominado a esta mezcla
como el reactivo de FRAP. Para el proceso de las muestras se empled este reactivo en fresco
utilizado 3mL de reactivo y 100 pL de extracto dejandola reposar por 4 minutos en la obscuridad
a temperatura ambiente. Para el blanco se utilizé la misma metodologia utilizando 100 pL de
metanol en lugar de los extractos. Se establecid una curva estdndar de sulfato ferroso en
concentraciones que van desde los 100 hasta los 2000 uM midiendo las absorbancias a una

longitud de onda de 593 nm (Benzie & Strain, 1996).
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3.5.1.3 Métodos especificos del manejo del experimento
3.5.1.3.1 Establecimiento de plantas

Para el establecimiento de las plantas se realizd previamente una nivelacion y limpieza del
lugar. Los sustratos fueron preparados previos al trasplante de la siguiente manera: se realizé una
mezcla de tres partes de tierra negra, una de humus y una de cascarilla de arroz en una relacion 3-
1-1.
3.5.1.3.2 Labores culturales

Las labores culturales tales como riego, deshierba, fertilizacion se realizaron de acuerdo a
los requerimientos del cultivo durante el periodo de la investigacion.
3.5.1.3.3 Aplicacion de elicitores

La aplicacion de los tratamientos segin Mejia (2014), se realizaron dos aplicaciones al dia
1y después de 15 dias después de la primera aplicacion, con 30 mL de cada tratamiento en las
plantas correspondientes.
3.5.1.3.4 Colectay preparacion de muestras

El muestreo se efectud acorde a las dos aplicaciones de elicitores. El primer muestreo se
realizd antes de la primera aplicacién e inmediatamente después de las dos horas, asi como a los
7 dias después de la primera aplicacion (Mejia, 2014). Se tomaron muestras de hojas
completamente expandidas las cuales se dejaron secar al ambiente y se molieron. Para la
extraccion alcohdlica se pes6 1 g de muestra y se agregé 10 mL de metanol dejando reposar

durante un periodo de 12 horas a una temperatura de 4 °C y se filtraron los extractos.
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3.5.2 Evaluar el efecto de la inoculacion con Fusarium oxysporum f. sp. vasconcellae en
plantas de babaco tratadas con elicitores sobre severidad e incidencia.

3.5.2.1 Disefio experimental
3.5.2.1.1 Factores a probar

Se determino la severidad e incidencia causada por Fusarium oxysporum f. sp. vasconcellae
en plantas de babaco tratadas con elicitores y en plantas no tratadas mediante la utilizacion de
una prueba T.

3.5.2.1.2 Tratamientos

Tabla 4

Descripcion de tratamientos de la investigacion.

Plantas Numero de plantas Inoculacion Nomenclatura
Tratadas 8 1x10*esporas T

No tratadas 8 1x10*esporas NT

T= plantas tratadas; NT= plantas no tratadas.

3.5.2.1.3 Caracteristicas de las unidades experimentales

Las unidades experimentales estardn constituidas por fundas plésticas de 20 x 20 cm
mismas que contenian una planta de babaco tratadas y no tratadas, dispuestas a 20 cm entre cada
funda plastica distribuyéndose de forma aleatoria en el campo.

3.5.2.1.4 Croquis experimental

T NT T NT
NT T NT T

T NT T NT
NT NT T T

Figura 2 Distribucion aleatoria de los tratamientos.
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3.5.2.2 Variables a medir
3.5.2.2.1 Severidad externa

Para la determinacion de la severidad se realizé una observacion a los 30 dias después de la
inoculacion con Fusarium oxysporum f. sp. vasconcellae en base a la escala de severidad externa
producida por la enfermedad revisar (Tabla 1) (Cueva, 2007).

Los datos obtenidos a partir de la escala no representan el grado real de severidad externa
para lo cual los datos fueron transformados mediante la utilizacion de la siguiente formula
(Robles et al., 2014).

S = (Z(ffT’f)))x 100
Donde:
S=severidad o grado de ataque de la enfermedad.
Y:(a x b)= sumatoria de numero de plantas segun el grado de afectacion (0, 1, 2, 3, 4, 5)
n= numero de plantas evaluadas.
K= valor o grado mayor de la escala.
3.5.2.2.2 Incidencia

La incidencia de la enfermedad se la medié a los 30 dias después de la inoculacion con el

agente patogeno. Para determinar la incidencia causada por Fusarium oxysporum f. sp.

vasconcellae se utilizo la siguete formula (Wolcan et al., 2001 citado por Lucero, 2014).

) ) Numero de hojas enfermas
% Incidencia = Total de hojas x 100
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3.5.2.3 Métodos especificos del manejo del experimento

3.5.2.3.1 Aislamiento y purificacion del microorganismo Fusarium oxysporum f. sp.
vasconcellae

Se aisld el agente patdgeno a partir de las muestras obtenidas de plantas que presentaban
sintomas clasicos de la enfermedad. Con la finalidad de eliminar los elementos contaminantes se
realizd un lavado y desinfeccion de las muestras con una solucion de hipoclorito de sodio al 2.5
% durante 1 minuto y con alcohol al 70 % durante tres minutos y por ultimo se realizé un lavado
con agua destilada (Robles et al., 2013). Las secciones desinfectadas fueron cortadas en partes
mas pequefias y se utilizaron para la siembra en cajas Petri, incubadas durante 4 dias a 26 °C.
Para el proceso de purificacion se tomd parte del aislado y se lo transfiridé a nuevas cajas Petri
(Cueva, 2007).
3.5.2.3.2 Inoculacion con patégeno

Para la preparacion de la solucion de 1 x 10*esporas por mL del agente patdgeno se hiso un
conteo de esporas con la ayuda de la cdmara de Neubauer (Cueva, 2007). La inoculacion se la
realiz6 5 dias después de la primera aplicacion con manitol 200 mM utilizando 30 ml de solucién

de esporas (Mejia, 2014).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados
4.1.1 Cuantificacion de fenoles
Para el analisis de varianza del contenido de fenoles, se realizo una transformacion a la
potencia 2 de los datos correspondientes a las 0 horas para cumplir con los supuestos del analisis
de varianza y una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para los datos correspondientes a los
siete dias después de la primera aplicacion de elicitores. Los promedios generales
correspondientes a los muestreos fueron 11,37; 10,587; 7,21 (mg-Eq AG/ g de muestra), para las
evaluaciones correspondientes a las cero horas (0 h), dos horas después de la primera aplicacién
de elicitores (2 hdpa), y siete dias después de la primera aplicacion de elicitores (7 ddpa), con
coeficientes de variacion de 14,66%; 13,29% respectivamente.
Tabla 5
Promedio + error estandar del contenido de fenoles para las 0 horas,

2 horas después de la primera aplicacion de elicitores y 7 dias de la
primera aplicacion de elicitores

Contenido de fenoles (mg-Eq AG/ g de muestra).

Tratamiento

0Oh 2 hdpa 7 ddpat

ns ns
0 Mm 11,44 +0,43 10,09 £0,29 6,64 +0,27 ab
10 mM de metil jasmonato 10,95 £1,1 10,57 £0,52 7,16+0,55 ab
30 mM de metil jasmonato 10,44 +0,6 9,97 0,45 7,72+1,16 ab
10 mM de &cido salicilico 10,71+1,07 11,18 £0,79 6,59 +0,57 ab
20 mM de &cido salicilico 10,78 1,25 10,19 +0,56 6,310,18 b
100 mM de manitol 12,71+0,61 11,26+0,93 8,24 £0,23 a
130 mM de manitol 11,74 £0,24 10,83 £1,05 7,81 +0,42ab

Letras distintas indican diferencias significativas (LSD Fisher; p> 0,05). h= horas, hdpa= horas
después de la primera aplicacion, ddpa= dias después de la primera aplicacion. No significativo,
ns; *, significativo a p<0.05; **, significativo a p<0.01. h= horas, hdpa= horas después de la
primera aplicacion, ddpa= dias después de la primera aplicacion; 1 = ddpal= prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis para dias después de la primera aplicacion.
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El anélisis de varianza del contenido de fenoles no mostro diferencias significativas entre
tratamientos a las 0 horas (F= 0,91; p= 0,5044) y dos horas despues de primera aplicacion (F=
0,56; p=0,7585).

La prueba no paramétrica de Kruskal- Wallis para el contenido de fenoles realizada a los 7
dias después de la primera aplicacion, las plantas tratadas con una dosis de 100 mM de manitol
presentaron la mayor concentracion de fenoles (8,24 mg-Eq AG/ g de muestra), con respecto a
los demaés tratamientos.

4.1.2 Carécter antioxidante método de FRAP

Se realiz6 una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para los datos correspondientes a
las 2 horas después de primera aplicacion y 7 dias después de primera aplicacion. Los promedios
generales en los muestreos fueron 104,322; 100,663 y 55,704 (UM de Fe/g de muestra)
correspondiente a las cero horas (0 h), dos horas después primera aplicacion de elicitores (2 hdpa)
y siete dias después de primera aplicacion de elicitores (7 ddpa) (Tabla 6).

Tabla 6
Promedio + error estandar del caracter antioxidante para las 0 horas,
2 horas después de la primera aplicacion de elicitores y 7 dias después

de la primera aplicacion de elicitores.
Cardacter antioxidante ( UM de Fe/g de muestra)

Tratamiento

Oh 2 hdpat 7 ddpat
ns
0mM 104,43 £5,1 97,09 +1,18 54,13 £9,49
10 mM de metil jasmonato 103,5 +10,6 104,98 +£3,23 50,17 £7,1
30 mM de metil jasmonato 89,97 +8,81 105,52 8,31 55,73 7,14
10 mM de &cido salicilico 104,01 £15,9 107,5 8,13 53,2 £5,53
20 mM de &cido salicilico 97,3 9,23 91,79 +5,79 52,19 +2,94
100 mM de manitol 117,73 £6,79 99,92 +11,97 64,71 £2,24
130 mM de manitol 113,32 £5,97 107,59 £13,37 59,78 +10,62

No significativo, ns; *, significativo a p<0.05; **, significativo a p<0.01. h= horas, hdpa=
horas después de primera aplicacion, ddpa= dias después de primera aplicacion. Letras
distintas indican diferencias significativas (LSD Fisher; p> 0,05). h= horas, hdpa!=

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para horas después de la primera aplicacion,
ddpal= prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para dias después de la primera aplicacién.
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El anélisis de varianza para el caracter antioxidante de plantas de babaco no mostro
diferencias significativas entre tratamientos a las 0 horas (F= 0,95; p= 0,4824).

La prueba no paramétrica de Kruscal- Wallis no presento diferencias significativas entre
tratamiento para las 2 horas después de primera aplicacion y a los 7 dias después de primera
aplicacion, sin embargo para los 7 dias después de la primera aplicacion se obtuvo el mayor valor
en cuanto al caracter antioxidante (64,75 uM de Fe/g de muestra)(Tabla 6).

4.1.3 Relacion entre los métodos para determinar el contenido de fenoles y capacidad
antioxidante

El método Folin-Ciocalteu se correlaciono positivamente, con el método FRAP para las 0 h
(r=0,896; p=1,2E-10), 2hdpa (r= 0,74; p=6,7E-6), 7 ddpa (r=0,3; p= 1,1E-5) (Tabla 7).

Tabla 7

Coeficientes de correlacion de Pearson entre los métodos utilizados
para determinar el contenido de fenoles y capacidad antioxidante

Oh 2 hdpa 7 ddpa

r p r p r p
Folin- FRAP 0,896 1,20E-10* 0,74  6,70E-06* 0,3 1,10E-05*

No significativo, ns; *, significativo a p<0.05. h= horas, hdpa= horas después de la
primera aplicacion, ddpa= dias después de la primea aplicacion.

4.1.4 Altura de la planta
Para la altura de las plantas de los datos correspondientes a los 15 y 30 dias se realizd una

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (Tabla 8).



Tabla 8

Promedio + error estandar para las alturas de plantas de babaco

para los 0, 15y 30 dias

) Altura (cm).
Tratamiento
0 dias 15 diast 30 diast
ns
0 Mm 10,98 +0,59 11,08+0,58 ab 11,940,64 ab
10 mM de metil jasmonato 10,48 +0,35 10,9+0,26 ab 11,53+0,28 ab
30 mM de metil jasmonato 10,28 +0,96 10,7£0,98 b 10,95+0,96 b
10 mM de &cido salicilico 10,15 +0,47 10,83+0,34 ab 11,35+0,33 ab
20 mM de &cido salicilico 10,13 +0,18 10,73+0,3 ab 11,28+0,27 ab
100 mM de manitol 11,4 £0,53 12,250,311 a 12,75+0,26 a
130 mM de manitol 10,2 £0,62 10,83+0,67 ab 11,47+0,67 ab

No significativo, ns; *, significativo a p<0.05; **, significativo a p<0.01. Letras
distintas indican diferencias significativas (LSD Fisher; p>0,05). 15 dias'=prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis; 30 dias'= prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
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El andlisis de varianza de las alturas a los 0 dias, no presentaron diferencias significativas

entre tratamientos (F= 0,74; p= 0,623). En la prueba no paramétrica de Kruskal- Wallis para las

mediciones de las alturas realizadas a los 15 dias y 30 dias, las plantas correspondientes a T6=

(100 mM de manitol) 12,25 cm a los 15 dias y 12,75 cm a los 30 dias presentaron un mayor

incremento de altura comparado con los demas tratamientos.

4.1.5 Diametro del tallo

Para el analisis de varianza del diametro del tallo, se realizé una transformacion a la

potencia 2 los datos de las evaluaciones correspondientes a los 0 y 15 dias, para cumplir con los

supuestos del analisis de varianza. Los promedios generales y coeficientes de variacion de las

mediciones para los 0 dias (0,848cm y 12,97%); 15 dias (0,878cm; 12,52%) y 30 dias (0,909;

11,001%).



Tabla 9

Promedio + error estandar para el diametro de plantas de babaco

para los 0 dias, 15 dias y 30 dias

Diametro (cm).

Tratamiento 0 dias 15 dias 30 dias
ns ns ns

0 mM 0,77+0,04 0,79+0,04 0,83+0,03
10 mM de metil jasmonato  0,79+0,06 0,81+0,06 0,84+0,06
30 mM de metil jasmonato  0,9+0,07 0,94+0,07 0,96+0,06
10 mM de &cido salicilico  0,82+0,05 0,85+0,05 0,89+0,05
20 mM de &cido salicilico  0,92+0,9 0,92+0,05 0,97+0,05
100 mM de manitol 0,09+0,06 0,92+0,06 0,92+0,05
130 mM de manitol 0,86+0,01 0,93+0,02 0,97+0,04

No significativo, ns; *, significativo a p<0.05; **, significativo a p<0.01.

(LSD Fisher; p> 0,05).
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En la tabla anterior (Tabla 9) se muestra que no se presentaron diferencias significativas

entre tratamientos a los 0 dias (F= 1,13; p= 0,3783), 15 dias (F= 1,36; p= 0,2777) y 30 dias (F=

1,43; p= 0,25).

4.1.6 Severidad externa

Se evaluo la severidad externa en plantas de babaco, a los 30 dias después de la inoculacién

con Fusarium oxysporum f. sp. vasconcellae, obteniendo un mayor indice de severidad en el

grupo de plantas no tratadas (8,33%), comparado con las plantas tratadas con 100 mM de manitol

gue obtuvo una un menor grado de severidad (6,94%).
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Figura 3 Severidad externa ocasionada por Fusarium oxysporum f. sp. vasconcellae en plantas
de babaco.

4.1.7 Incidencia

Para la evaluacion a los 30 dias después de inoculacién con Fusarium oxysporum f. sp.
vasconcellae no se obtuvo diferencias significativas entre las medias de los porcentajes de
incidencia (p= 0,3756). Sin embargo se pudo determinar que las plantas tratadas obtuvieron un
menor porcentaje de incidencia que las plantas no tratadas con elicitores (Tabla 10).

Tabla 10

Prueba T para la incidencia Fusarium oxysporum f. sp.
vasconcellae en plantas de babaco.

Tratamiento n Incidencia (%) T p-valor GL
T 8 5,56+ 1,66 0,92 0,3756 14
NT 8 7,77+ 1,75

4.2 Discusién

La presente investigacion proporciona informacién relacionada con la produccion de
fenoles, metabolitos implicados en la defensa; caracter antioxidante, como medida de proteccion
de la planta contra patogenos y crecimiento de plantas tratadas con elicitores. Para poder
seleccionar el mejor tratamiento en cuanto a la produccion de metabolitos secundarios de defensa

y a la disminucién de incidencia y severidad de fusariosis en plantas de babaco.
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Los metabolitos secundarios se obtienen como producto procedente del metabolismo
primario que tienen varias funciones en las plantas como las relacionadas con la defensa contra
virus, hongos, herbivoros y bacterias ademas de ser una fuente importante en la medicina
aportando gran cantidad de compuestos activos (Pérez & Jimenez, 2011).
4.2.1 Contenido de fenoles

En plantas evaluadas a los 7 dias después de primera aplicacion de elicitores se obtuvo la
mayor concentracién de fenoles 6,59 mg- Eq AG/ g de muestra, correspondiente al tratamiento 6
con 100 mM de manitol comparado con las concentraciones correspondientes a los demas
tratamientos evaluados. El resultado concuerda con la investigacion realizada por Mejia (2014),
en Capsicum annuum L. donde se probo que la utilizacién de elicitores incrementa el contenido
de fenoles, obteniendo como mejor resultado la aplicacién de una concentracion de 6 mM de
H>02 en comparacion con los demas tratamientos.
4.2.2 Carécter antioxidante

Durante el periodo de duracién de las evaluaciones realizadas se obtuvieron incrementos en
el caracter antioxidante de las plantas tratadas con elicitores, obteniendo como mejor resultado al
tratamiento 6 correspondiente a 100 mM manitol, respecto a los demas tratamientos. Los
resultados obtenidos en la presente investigacion concuerdan con los estudios realizados por
Nieto et al. (2018), en Heterotheca inuloides Cass. en el cual se probaron elicitores, obteniendo
capacidad antioxidante mayor en plantas tratadas con una dosis de 0,5 y 1 mM de acido salicilico.

Se pudo observar correlaciones positivas entre las técnicas para la cuantificacion de fenoles
y caracter antioxidante. Esto debido a que en varios estudios relacionan el contenido de fenoles

con la capacidad antioxidante, esta correlacion no solo dependera de la concentracion y calidad
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antioxidante sino que también con la interaccion con otros componentes, sustancias utilizadas
para la extraccién y metodologia utilizada para determinar el contenido de fenoles y caracter
antioxidante (Kuskoski et al., 2009).

4.2.3 Altura y diametro de las plantas de babaco

Durante el periodo de duracion del experimento no se obtuvieron diferencias significativas
en cuanto al diametro de las plantas. El tratamiento correspondiente a 100 mM de manitol
presento un mayor incremento en cuanto a la altura de la planta obteniendo 12,25 cm (15 dias) y
12,5 cm (30 dias) en comparacion con los demas tratamientos. El resultado concuerda con el
estudio realizado por Larqué et al., (2010), donde la aplicacion del elicitor acido salicilico (0,01 y
1uM) tiene un efecto positivo en el crecimiento de las plantas de tomate (Lycopersicum
esculentum cv. Maya).
4.2.4 Severidad

En cuanto al grado de severidad ocasionado por Fusarium oxysporum f. sp. vasconcellae se
obtuvo un menor grado de severidad en las plantas tratadas con 100 mM de manitol con un
porcentaje de un 6,94 % respecto al 8,33% de las plantas testigo. Resultados que concuerdan con
el estudio realizado por Mejia (2014), reportando que la aplicacion de elicitores tuvo un efecto
positivo sobre la severidad de la enfermedad tizén en las plantas de Capsicum annuum L.
4.2.5 Incidencia

Para la evaluacion realizada a los 30 dias después de la inoculacién con Fusarium
oxysporum f. sp. vasconcellae se obtuvo una menor incidencia de la enfermedad en las plantas
tratadas con manitol 200 mM 5,56 % lo que concuerda con lo expresado por Mejia (2014) quien
indica que la utilizacion de estos inductores (elicitores) ayudan a reducir o retrasar la presencia de

sintomas de enfermedad.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

Con la aplicacion de elicitores en plantas de babaco se logré una alta produccién de
metabolitos secundarios en calidad de fenoles (8,24 mg- Eq AG/ g) a los 7 dias después de la
primera aplicacion de 100 mM de manitol.

Las plantas de babaco tratadas con 100 mM de manitol presentaron un menor grado de
severidad externa causada por Fusarium oxysporum f. sp. vasconcellae 6,94 % e incidencia de la
enfermedad de 5,56%.

La concentracion de 100 mM de manitol permitié obtener la mayor concentracién de
fenoles (8,24 mg- Eq AG/g de muestra) y el mejor crecimiento de las plantas de babaco a los 15
dias (12,25 cm) y 30 dias (12,75 cm) con respecto a los demas tratamientos.

Al evaluar el efecto de la inoculacion con Fusarium oxysporum f. sp. vasconcellae en
plantas de babaco se determin6 que el menor grado de severidad (6,94 %) e incidencia de la
enfermedad (5,56 %) corresponde a las plantas tratadas con una dosis de 100 mM de manitol.

Con la aplicacién de elicitores en plantas babaco se obtuvo una asociacion positiva entre el
contenido de fenoles y caracter antioxidante en plantas tratadas a los 7 dias con una dosis de 100

mM de manitol.
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5.2 Recomendaciones

Con la finalidad de incrementar la concentracion de metabolitos secundarios en plantas de
babaco, se recomienda usar elicitores en concentracion de 100 mM de manitol.

Realizar estudios en distintas etapas fisioldgicas de las plantas de babaco para determinar si
la concentracion de metabolitos secundarios incrementa.

Probar ensayos con elicitores para determinar si su uso influye positivamente en la
resistencia de babaco frente a otros organismos patdgenos.

Evaluar distintas metodologias de aplicacion de elicitores para determinar la forma mas

eficiente de aplicacion.
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