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Resumen

La fresa (Fragaria x ananassa) es un cultivo de alto valor econémico, pero altamente
susceptible a enfermedades fungicas como Botrytis cinerea, que comprometen la produccién
y calidad de los frutos en pre y poscosecha. Frente al uso excesivo de fungicidas sintéticos,
se plantea como alternativa natural un extracto etandlico de hojas de nogal (Juglans
neotropica). Este estudio evalud cinco concentraciones del extracto (0%, 5%, 10%, 15% vy
20%) aplicadas mediante métodos preventivo y curativo, tanto en condiciones de laboratorio
como de campo. Los resultados evidencian que el extracto de nogal posee propiedades
antifungicas efectivas contra Botrytis cinerea. En laboratorio, se observd inhibicion del
crecimiento micelial con mayor eficacia en el tratamiento preventivo al 15% vy el curativo al
10%. En campo, el método curativo al 15% y 20% promovio significativamente el desarrollo
del fruto (peso, diametro polar y ecuatorial), evidenciando su potencial para recuperar plantas
ya infectadas. Sin embargo, el tratamiento preventivo al 10% fue el mas efectivo y constante
en reducir la incidencia y severidad de la enfermedad. En conjunto, el tratamiento preventivo
al 10% se perfila como el mas equilibrado, al brindar proteccion fitosanitaria sin afectar
negativamente la calidad del fruto, mientras que el curativo al 20% representa una estrategia
util para restaurar el desarrollo tras la infeccion. Ambos enfoques pueden emplearse de
manera complementaria, dependiendo del momento de aplicacion y el estado sanitario del

cultivo.
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antifungica
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Abstract

Strawberry (Fragaria x ananassa) is a high-value crop, but highly susceptible to fungal
diseases such as Botrytis cinerea, which significantly affects fruit production and quality during
pre- and postharvest stages. Due to the excessive use of synthetic fungicides, an ethanolic
extract from walnut leaves (Juglans neotropica) is proposed as a natural alternative. This study
evaluated five concentrations of the extract (0%, 5%, 10%, 15%, and 20%) applied using both
preventive and curative methods, under laboratory and field conditions. The results
demonstrate that the walnut extract exhibits effective antifungal properties against Botrytis
cinerea. In the laboratory, mycelial growth inhibition was observed, with the preventive 15%
and curative 10% treatments being the most effective. In the field, curative applications at 15%
and 20% significantly improved fruit development (weight, polar and equatorial diameter),
highlighting their potential to aid recovery in already infected plants. However, the preventive
treatment at 10% was the most consistent and effective in reducing disease incidence and
severity over time. Overall, the 10% preventive treatment stands out as the most balanced
option, providing phytosanitary protection without compromising fruit quality, while the 20%
curative treatment offers a promising strategy for restoring plant development after infection.
Both approaches can be used complementarity, depending on the application timing and the

crop's health status.

Author Keywords: strawberry, gray mold, walnut leaf extract, antifungal activity
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Lilian Suarez

l. Introduccion

La fresa (Fragaria x ananassa) es un cultivo importante en Ecuador, con una produccion
promedio de 16,27 t/ha, concentrada principalmente en provincias como Pichincha (400 ha),
Tungurahua (240 ha), Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura y Azuay (Manotoa, 2023). Los costos
de produccion para este cultivo en una hectarea son de alrededor de $12,792, considerando

la inversion inicial y los costos de mantenimiento (Aragén et al., 2019).

La calidad, produccién y comercializacion de fresa se ve amenazada por la podredumbre gris
(Botrytis cinerea), un hongo patdgeno que ataca flores y provoca pudricién en el fruto durante
su desarrollo, maduracion y transporte (Koike y Bolsa, 2016). En etapas previas y posteriores
de la cosecha, este hongo genera alrededor del 50% de pérdidas significativas de la

produccion, reduciendo considerablemente la vida util del fruto (Sevilla et al., 2016).

Chaves y Wang (2004) establecen que las pérdidas econdmicas por Botrytis representan
aproximadamente el 30% del total de la produccion, pudiendo incrementarse hasta un 40-
50% en condiciones de alta humedad y temperaturas de 10 a 25 °C. Se encuentra dentro de
las enfermedades de importancia comercial, cuya diseminacion de las esporas se debe a
factores como el agua y el viento. Afecta a las flores, botones florales, frutos verdes y maduros
por lo que es importante su control desde el inicio con fungicidas preventivos y/o curativos
(Olivera, 2012).

Este hongo tiene la capacidad de desarrollarse y propagarse en tejidos dafados, senescentes
y muertos de la fresa, pudiendo afectar hasta el 95% de los frutos después de 48 horas de
cosechados (Capelo y Roche, 2014). Para el control y prevencién de Botrytis, la forma mas
comin y cotidiana en la actualidad es el uso de fungicidas con aplicacion temprana
(Palchisaca, 2018). Sin embargo, esto genera gastos y pérdidas para los agricultores, ademas
de incrementar el riesgo de afectacion a la salud humana y el medio ambiente (Pazmifio,
2018).

Actualmente, el uso y empleo de extractos de plantas o vegetales son métodos alternativos
de control de patdégenos ya que, podrian minimizar la dependencia de productos quimicos y
promover practicas agricolas sostenibles (Hernandez et al., 2007), siendo un claro ejemplo el
extracto de nogal negro (Juglans nigra L.). Esta y otras especies de Juglandaceas han
mostrado un buen poder antifingico en el control de Boftrytis cinerea al presentar una

inhibicion de la germinacién de esporas entre el 90% y el 99% (Wilson et al., 1997). Este

Juliana Fatima Bautista Moscoso - Lilian Cristina Suarez Lazo
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comportamiento se le atribuye a la juglona un compuesto activo que se puede aislar de

organos como hojas, raiz y frutos de la planta de nogal (Samprieto, 2003).

Con base a los primeros estudios cientificos sobre efectos alelopaticos llevados a cabo en
nogales europeos (Juglans regia) y americanos (Juglans nigra), destacan a la juglona como
posible responsable de estos efectos. Ademas de que, se ha descubierto que la juglona se
excreta por las hojas y, con la ayuda del agua de lluvia, se desplaza hacia la vegetacion que

se encuentra debajo (Maldonado y Encalada, 2008).

Il. Objetivos

2.1 Objetivo general

e Evaluar extracto de nogal como método preventivo y/o curativo de Botrytis cinerea en

cultivo de Fragaria x ananassa var. Monterrey.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar la dosis 6ptima del extracto de nogal para la prevencion y control de
Botrytis cinerea en fresa a nivel de laboratorio y campo.
e Identificar los efectos y viabilidad del uso del extracto de nogal en el cultivo de fresa

afectada por Botrytis cinerea.

lll. Revisién de bibliografia

3.1 Fresa usos y comercializacion

La fresa se destaca por su versatilidad en diversos campos, desde el medicinal hasta el
industrial. En términos medicinales, su alto contenido de vitamina C y propiedades
antioxidantes la convierten en una aliada en la prevencién de enfermedades cardiacas y
cancer de colon. Ademas, su fibra promueve la salud intestinal, mientras que los flavonoides
presentes en la fruta tienen potencial anticancerigeno y contribuyen a la coagulacion

sanguinea (Alvarado, 2013).

En la industria alimentaria, la fresa es apreciada por su uso en la elaboracién de diversos
productos y bebidas gracias a su vibrante color, aroma y sabor (Alvarado, 2013). La demanda
interna de fresas en Ecuador es principalmente atendida por pequefos productores, aunque
un porcentaje significativo se destina a la exportacion, lo que sugiere un amplio potencial en

el mercado internacional (Saraguro, 2023; Tustén, 2013).
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Las principales areas de mercado incluyen Esmeraldas, Manta, Cuenca y Guayaquil, que
actua como distribuidor para los mercados minoristas en la capital. La ubicacion estratégica
y las buenas condiciones de las carreteras facilitan el transporte y la distribucion de la
produccion brindando oportunidades para productores e intermediarios en el mercado

(Saraguro, 2023; Tuston, 2013).

3.2 Fenologia y ciclo de cultivo de la fresa

La fresa posee tres etapas de desarrollo, primero la etapa vegetativa donde ocurre la
brotacién, el desarrollo de las hojas y el desarrollo de partes vegetativas. Segundo la etapa
reproductiva donde aparecen o6rganos florales, las primeras flores se abren y después la

planta se encuentra en plena floracién para luego dejar caer los pétalos. Tercero la etapa

productiva, donde sucede el cuajado de frutos, la maduracion de frutos y la senescencia

l e N
™
* o

acompanado del reposo vegetativo (SENA, 2014).

R

Siembra Floracion Formacion del Primera cosecha

fruto
l l ¢ !
Dia0 120 dias 20 dias después 150 dias después

delafloracion  dela siembr3
v
Ciclo total: 150 dias (5 meses)

Figura 1. Fenologia y ciclo de cultivo de la fresa

Adaptado de: SENA, 2014.

3.3 Variedades de fresa

La fresa es uno de los productos agricolas que se cultiva en el Ecuador y puede llegar a
producir comercialmente hasta por dos afios. Algunas de las variedades son: Oso Grande,
Diamante, Monterrey y Albion con textura y peso similar a otras variedades que se producen.
La mayor produccién esta concentrada en Pichincha que tiene 400 hectareas cultivadas y
Tungurahua con 240 hectareas. En otras provincias como Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura

y Azuay la produccion no supera las 40 hectareas (Chimborazo, 2014).

La variedad Monterrey muestra floracion en abundancia y un follaje bastante frondoso, se
asemeja en el sabor dulce a la variedad Albion y posee una produccion constante y estable,
ademas, presenta cierto nivel de resistencia o tolerancia a Boltrytis, pero es sensible y

susceptible a trips, &caros y hongos como el Oidio (Sanchéz, 2022).
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3.4 Calidad del fruto de fresa

La calidad de los frutos de fresa esta asociados a su apariencia o presentacion externa e
interna, es decir su sabor, color, tamafio, peso, aromay firmeza (Jouquand et al., 2008). Estas
caracteristicas, estan determinadas principalmente por la genética de los cultivares y la parte
influyente de los factores ambientales y las practicas agricolas empleadas en el cultivo;
basicamente, el aumento en la longitud, ancho y peso del fruto estan vinculados a la
capacidad fotosintética de la planta, es decir que al aumentar la fotosintesis en las plantas se
favorece al desarrollo vegetativo con respecto a estas variables. Este aumento en la
fotosintesis podria estar relacionado con un desarrollo vegetativo mas vigoroso, incluyendo
un mayor numero de hojas funcionales que fomentan la eficiencia en el uso de la luz por la

acumulacion de fotoasimilados que favorecen el crecimiento del fruto (Negi et al., 2021)

3.5 Plagas que afectan a la fresa

El cultivo de fresas se ve amenazado por una serie de plagas como la araiita roja, que se
alimenta del tejido verde y se refugia principalmente en el envés de las hojas; los pulgones,
responsables del amarillamiento foliar y la posible transmision de virus; el gusano blanco, que
debilita las raices y puede llevar a la muerte de la planta; las babosas y caracoles, que se
alimentan de los frutos provocando su descomposicion; y los trips de las flores, que ocasionan
manchas herrumbrosas en los sépalos y pueden resultar en la necrosis prematura de los

estilos florales y el aborto floral (Palchisaca, 2018).

En otros casos, la planta de fresa se ve amenazada por infecciones bacterianas y flngicas
como el moho gris, antracnosis y mildiu polvoroso. Estas enfermedades, se caracterizan por
la afeccion directa en la calidad del fruto hasta provocar su pérdida total (Yang et al., 2023).
En los campos de produccion de fresas, Botrytis cinerea hiberna en el material vegetal tanto
fresco como muerto, este se encuentra inactivo en los érganos de la planta vivos durante
periodos cortos o largos hasta la senescencia de la hoja para proceder a la esporulacion
(Weber y Petridis, 2023).

Las esporas presentes en el material muerto son la fuente principal del inéculo para las
infecciones del fruto; iniciando en la etapa de floracién y avanza lentamente hasta que la fruta
empieza a madurar. Debido a que, en este proceso de cambios bioquimicos Yy fisiologicos
para la maduracion del fruto favorecen al desarrollo de Botrytis. Es decir que, mientras la
maduracién del fruto esta en progreso, aumenta la susceptibilidad de la fresa a la enfermedad
fungica. Esto difiere con los frutos en su etapa inmadura o verdes ya que, estos presentan

una mayor resistencia a la infeccion al restringir el crecimiento causando quiescencia
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(Petrasch et al., 2019). Por ello, el control se realiza mediante la aplicacion temprana de

fungicidas a base de Zineb o Benomil (Palchisaca, 2018).

3.6 Taxonomia de Botrytis Cinerea
Nombre Comun: Moho gris

Nombre Cientifico: Botrytis cinerea
Clase: Deuteromycetes

Orden: Moniliales

Género: Botrytis

Familia: cinerea

Fuente: Koike y Bolsa, 2016.

3.7 Signos y sintomas en la fruta

Los sintomas de Boltrytis cinerea se manifiestan principalmente durante el proceso de
maduracién o en frutos ya maduros, caracterizandose por masas de micelio gris en la
superficie de los frutos. La secuencia tipica de esta enfermedad comienza con una mancha
inicial marron clara o amarillenta cerca del caliz, la cual se transforma en una cubierta de

moho gris que se extiende por toda la fruta (Sevilla et al., 2016).

En cuanto, a los signos mas comunes de Botrytis es la presencia de micelio blanco, grisaceo
o parduzco en los tejidos infectados, afectando tanto al follaje como a las frutas, las cuales
pueden deshidratarse y desarrollar pudriciones internas humedas. Un sintoma notable en los
frutos es la mancha fantasma, que se forma alrededor de un punto central necrético y se
presenta como un anillo tenue blanquecino en frutos verdes, y amarillos en frutos maduros,

afectando asi la presentacién (Témalo, 2015).

Los sintomas varian en la planta y las condiciones de crecimiento, siendo visible un micelio
gris en condiciones de alta humedad, acompafiado de la liberacion de esporas en forma de
nubes. Durante el monitoreo del cultivo, las lesiones comienzan como manchas marrones a
grises sin margen distintivo, manteniendo una textura firme, y sélo desarrollan un crecimiento
de esporas gris-marrén bajo condiciones favorables de temperatura entre 15°C y 25°C
(Témalo, 2015).

3.8 Caracteristicas morfolégicas

El hongo Boftrytis cinerea presenta diversas estructuras clave para su dispersion y
supervivencia. Los conidiéforos o macroconidioéforos, originados principalmente de la masa

hifal o los esclerocios, son filamentos ramificados con vesiculas terminales que contienen
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conidios, siendo estas esenciales para su dispersion. Los conidios son imprescindibles para
la supervivencia del hongo en condiciones adversas. Las clamidosporas, formas de
resistencia derivadas del micelio, son vitales en condiciones criticas y germinan para formar

nuevas hifas y conidios cuando hay nutrientes disponibles (Holz et al., 2007).

Por ultimo, los esclerocios, fundamentales para la supervivencia y reproduccion, pueden
producir apotecios que generan grandes cantidades de conidios (Espinosa, 2006). La
formacion de esclerocios esta influenciada por factores ambientales como temperatura, la luz,
el pH y la composiciéon del tejido sobre el cual se desarrollan. Dentro de los esclerocios se
encuentran pigmentos melanicos y una reserva de nutrientes que contribuyen a su resistencia
(Holz et al., 2007).

{@rn

Figura 2. Macroconidiéforos de B. cinerea vistos bajo microscopio optico y electrénico

Fuente: Espinosa, 2006. Obtenido de: Llanos, 2017.

3.9 Ciclo de la enfermedad

El patégeno puede ser introducido en los cultivos de fresa por trasplantes contaminados,
estructuras invernales que sobreviven en el suelo o residuos de las plantas, y la presencia
activa del hongo en cultivos adyacentes (Koike y Bolsa, 2016). La infeccion de este hongo
consta de cuatro ciclos iniciando desde la produccion de la espora sobre cualquier material
vegetal, que se transporta a largas distancias mediante corrientes de aire hasta alcanzar a su

huésped para dar lugar al ciclo de infeccion donde se adhiere y germina (Benito et al., 2000).

El hongo penetra a través de heridas o aberturas naturales ocasionadas en una especie
vegetal, esto mediante procesos enzimaticos o mecanicos hasta provocar la muerte de las
células al punto de penetracién, para asi lograr una lesiéon primaria como consecuencia de
los mecanismos de defensa de la planta que entra en una fase de latencia por tratar de

controlar al hongo. Sin embargo, el patdgeno vence las barreras y comienza la proliferaciéon
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en el tejido vegetal y lo contamina para que produzca una generacidon de esporas que inicien
con un nuevo ciclo de infeccion que estan asociadas netamente a factores como la

temperatura para su desarrollo (Benito et al., 2000).

De tal manera que, en condiciones frescas y humedas, este patdégeno produce esporas que
se dispersan por el viento y el agua, infectando las plantas de fresa. A su vez, las esporas
requieren humedad en los tejidos de las plantas para causar infecciones, y su produccion
aumenta con la duracion de la humedad libre y en un rango de temperaturas Optimas entre
15 a 22°C (Koike y Bolsa, 2016).
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Figura 3. Ciclo de la enfermedad provocada por B. cinerea.

Fuente: Agrios, 1997.

Una vez que las esporas infectan las flores, pueden causar pudricién, lo que lleva a la
formacion de fruta malformada o su muerte. Los sintomas del hongo también pueden
permanecer latentes o en silencio en los frutos verdes, y cuando estos empiezan a madurar
el hongo se activa, momento en el cual se desarrollan lesiones visibles, una capa de micelio
grisaceo cerca del caliz, el fruto se reblandece, mancha y pierde su valor comercial. Por ende,
las frutas infectadas pueden propagar el hongo, generando ciclos de infeccion vy

enfermedades (Koike y Bolsa, 2016).

Ademas, la pérdida de fruta después de la cosecha puede ocurrir debido a infecciones
latentes que se activan mas tarde, la contaminacidén durante la cosecha o almacenamiento

junto a frutas enfermas se conoce como anidacion (Koike y Bolsa, 2016). De forma que,

Juliana Fatima Bautista Moscoso - Lilian Cristina Suarez Lazo



UCUENCA 18

algunas investigaciones han mostrado que la infeccién por B. cinerea puede alterar la
composicion y/o calidad de los frutos por ejemplo en los sdlidos solubles (Echenique-Martinez
et al.,2023)

3.10 Métodos de control

Botrytis cinerea se encuentra dentro de las enfermedades de importancia comercial, ya que
se desarrolla favorablemente bajo condiciones de alta humedad relativa y temperaturas entre
los 15y 20 °C, la diseminacién de esporas esté anclada a factores como agua o viento. Afecta
a las flores, botones florales, frutos verdes y maduros por lo que es importante su control
desde el inicio con fungicidas preventivos como mancozeb y curativos como carbendazim,

iprodione, pirimetanil, procimidone o tebuconazole (Olivera, 2012).

Tabla 1. Lista de fungicidas mayormente usados para el control de B. cinerea.

Quimico Producto
Thiophanate-methyl Tolslsm
Iprodione Rovral
Boscalid Endura
Cyprodinil Vangard
Pyrimethanil Scala
Pyracostrobin Cabrio
Fludioxonil Scholar
Fenhexamid Elevate
Captan Captan
Thiram Thiram
Cyprodinil + fludioxinil | Switch
Pyraclostrqbin + Pristine
boscalid

Fuente: Capelo y Roche, 2016. Obtenido de: Matute, 2019.
Otro de los casos para mantener la sanidad del cultivo es mediante el control del riego,
manteniendo condiciones no favorables para el desarrollo de la enfermedad, sumado a esto
se realizan practicas como la eliminacion de todos los frutos que muestren la presencia del
hongo, evitando asi contagiar a los frutos mas cercanos. El control también se puede realizar
con hongos antagonistas como Gliocladium roseum que puede tener un efecto de control

similar al mancozeb (Olivera, 2012).

De igual forma, el uso de pesticidas botanicos o bioquimicos que son un grupo importante de
protectores naturales de cultivos, de accién lenta, que incorporan mezclas de compuestos
biolégicamente activos y no desarrollan resistencia en plagas. En su forma basica, pueden

ser preparaciones crudas de plantas, como polvos de flores, raices, semillas, hojas, tallos y
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aceites esenciales, cuyas formulas cominmente son extractos concentrados o liquidos
(Pavela, 2016).

3.11 La Alelopatia y el Nogal

La alelopatia, originada de las palabras griegas allelon (uno al otro) y pathos (sufrir), fue
acufada inicialmente para describir los efectos negativos o positivos que surgen de la accion
de ciertos compuestos quimicos liberados por una planta y que afectan directa o
indirectamente a otra. Bajo esta definicion, en el proceso alelopatico, una planta emisora
libera compuestos quimicos al ambiente a través de diferentes medios, como la lixiviacion o
la descomposicion de residuos (Molisch, 1937). Estos compuestos, al ser absorbidos por otra
planta receptora, pueden tener consecuencias tanto negativas como positivas en su

germinacion, crecimiento o desarrollo.

Estos quimicos responsables de la interaccion se conocen como compuestos, agentes o
sustancias alelopaticas (Blanco, 2006). Estudios han demostrado que extractos de Juglans
regia poseen propiedades antioxidantes y antifungicas, atribuidas a su alto contenido de
compuestos fendlicos, lo que podria contribuir a la preservacion de la calidad del fruto
(Fernandez et al., 2019).

Los nogales pertenecen a la orden de los Juglandales, la cual incluye una uUnica familia,
Juglandaceae que tiene una antigliedad aproximada de 135 millones de afios. Los arboles
de esta son caducifolios y lefiosos, con flores monoicas, unisexuales y apétalas. Sus hojas
son compuestas e innatas, y el fruto se presenta en forma de nuez rodeada por una especie
de cupula. Esta familia comprende siete géneros que incluyen alrededor de 70 especies en
total (Salinas, 2004).

La hojarasca, por su contenido elevado de taninos, obstaculiza el crecimiento de ciertos
organismos cercanos, lo que la convierte en una planta con propiedades alelopaticas. Esto
promueve la formacion de comunidades vegetales similares en su entorno, con familias
botanicas como Fagaceae, Betulaceae, Casuarinaceae, Myricaceae, Urticaceae vy
Leguminosas. Ademas, facilita asociaciones beneficiosas de las raices con micorrizas

arbusculares (Toro y Roldan, 2018).

La primera observacion registrada sobre efectos alelopaticos se remonta al siglo | a.C.,
cuando el naturalista Plinio el Viejo notd la escasa presencia de hierba debajo de algunos
nogales. Sin embargo, no fue hasta finales del siglo XIX y principios del XX que se
comenzaron a realizar observaciones mas sistematicas sobre las relaciones entre las plantas.

Los primeros estudios cientificos sobre efectos alelopaticos se llevaron a cabo en nogales

Juliana Fatima Bautista Moscoso - Lilian Cristina Suarez Lazo



UCUENCA 20

europeos (Juglans regia) y americanos (Juglans nigra), lo que destacd la presencia de una
sustancia, la juglona, como posible responsable. Se ha descubierto que la juglona se excreta
por las hojas y, con la ayuda del agua de lluvia, se desplaza hacia la vegetacion que se

encuentra debajo (Maldonado y Encalada, 2008).

Juglans neotropica Diels, una especie nativa de los Andes, actualmente estd amenazada por
la deforestacion derivada de actividades agropecuarias. Por afios ha sido aprovechada por
sus propiedades en las industrias maderera, textil, alimentaria y medicinal (Morales vy
Armenteras, 2013). Su hojarasca, rica en taninos, tiene efectos alelopaticos, y de sus raices,
corteza, hojas y frutos se extrae juglona, un compuesto con propiedades ictiotoxicas y
fungistaticas (Masias, 2007). Aunque estudios han enfocado su uso medicinal, seria

interesante explorar su potencial en el ambito agricola.

Las quinonas y sus derivados, incluida la juglona y las naftoquinonas, son productos de la
ruta metabdlica del acido shikimico, estas se han logrado aislar para comprobar su presencia
en el nogal (Samprieto, 2003). Los extractos de diferentes especies de nogal han mostrado
un buen poder antifungico, consiguiendo inhibicion de la germinacion de esporas entre el 90%
y el 99% (Wilson et al., 1999).

3.12 Métodos de extraccion

Los polifenoles que son taninos toxicos derivados del acido benzoico y los flavonoides,
favorecen la resistencia de la planta frente a patégenos y cumplen funciones de defensa, su
aislamiento y obtencion esta ligado a técnicas extractivas, las principales son la maceracion,
digestion, infusion, destilacion y extraccion continua (Cusquillo, 2014). Los extractos de
plantas y los aceites esenciales muestran actividad antifungica contra una amplia gama de
hongos (Wilson et al., 1997).

Otro de los métodos de extraccion descrito por Wilson et al. (1997) y usado in vitro, es a
través de la congelaciéon durante 12 horas a -20 °C y descongelacion por 20 minutos del
material vegetal, ya que esto permite la fractura de las células vegetales y provoca que sus
fluidos se extraigan fuera del tejido. A su vez, es necesario, que el extracto se esterilice con

filtracién pasandolo a través de un filtro de jeringa de 0,22 ym.

De igual forma, la obtencién de extractos hidroetandlicos es otro de los métodos comunes
que se usan como fungicidas botanicos para el control de B. cinerea y otros hongos
fitopatégenos. Este método consiste en la maceracion de 1000 g de materia seca de cualquier

o6rgano de la planta de interés junto con 5000 ml de etanol al 20% durante 72 h.
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Posteriormente la mezcla se filtra y somete a evaporacion a 90 °C mediante coccion para la

evaporacion del alcohol hasta la mitad de su volumen (Obodoni y Ochuko, 2001).

IV. Metodologia

4.1 Area de estudio

El presente estudio de investigacion se llevo a cabo en la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad de Cuenca, ubicada en las coordenadas 2°55'12.16" S, 79°01'30.19" O
(latitud: -2.920044, longitud: -79.025052). Los ensayos se condujeron bajo condiciones
controladas de laboratorio e invernadero. En campo se registraron temperaturas minimas de

9,3 °C y maximas de 55,8 °C a lo largo del ensayo con ayuda de un termohigrometro.
4.2 Materiales
4.2.1 Materiales fisicos

e Aspersores

e Cuaderno

e Lapiz

e Cinta de embalaje transparente

e Etiquetas de cartulina

e Flexémetro

e Paletas de madera

e Fundas de vivero (5 cm x 1,5 ¢cm x 9 cm)

e 2 estructuras de madera (98 cm x 270 cm) cubiertas de tela blanca
4.2.2 Materiales de laboratorio

e Cajas Petri de vidrio e Embudo

Papel film plastico
Fundas transparentes
Goteros ambar

Frasco ambar
Atomizadores plasticos
Cinta de papel
Marcador permanente
Colador

Gasas estériles

Agua destilada

Vasos de precipitacion
Pipeta Pasteur
Jeringas plasticas
Varillas de vidrio
Bisturi

Pinzas

Asa de metal

Asa triangular de vidrio
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e Sacabocados (5 mmy 4 mm) e Cubreobjetos
e Mechero e Cinta adhesiva transparente
e Portaobjetos e Camara de Neubauer

4.2.3 Materiales quimicos

e Disolucion de extracto de nogal e Glicerina
e Azul de metileno
e Alcohol al 20%

e Alcohol al 70%

e Agar

e Dextrosa

e Acido lactico al 25%

e Fertilizante foliar organico (7,9% p/p aminoéacidos libres totales, 2% p/p acido fulvico,
0,04% p/p boro (B), 0,4% p/p manganeso (Mn), 1,2% p/p zinc (Zn))

4.2.4 Material biologico

e Hojas de Juglans neotropica
e Plantas de fresa variedad Monterrey
e Frutos de fresa sanos e infectados con Botrytis cinerea

e Papa variedad Superchola

4.2.5 Equipos especializados

e Camara de flujo laminar * Microscopio optico
e Calibrador digital (precision: 0,2
mm /£0,01”)

o Refractdmetro (precision: +0,5%)

e Autoclave
e |[ncubadora
e Placa calentadora

e Balanza

4.3 Metodologia

4.3.1 Diseiio experimental

Se implementé un disefio completamente al azar (DCA) evaluando los métodos de aplicacion
preventivo y curativo con cinco tratamientos o concentraciones de extracto de nogal (0% -
control, 5%, 10%, 15% y 20%). La unidad experimental en campo correspondié a plantas
individuales de fresa, mientras que en laboratorio fueron cajas Petri individuales. Para los
ensayos en campo se emplearon 120 plantas de fresa, 60 por cada método distribuidas en

los 5 tratamientos y en laboratorio se siguidé el mismo esquema con las cajas Petri.
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4.3.2 Metodologia para el primer objetivo especifico

Aislamiento de Botrytis cinerea

A nivel de laboratorio se procedié al aislamiento y obtencién de una cepa pura del hongo
patéogeno Botrytis cinerea, extraido de frutos de fresa que presentaban signos de la
enfermedad. Para este proceso se prepardé medio de cultivo PDA para seis cajas Petri, y en
la camara de flujo laminar se tomd una porcién del micelio con un asa estéril, depositandolo
en el centro de cada caja, las cuales se sellaron con papel film plastico. Las cajas se incubaron
a 25°C hasta su uso, realizando subcultivos para asegurar la pureza del hongo.
Posteriormente, para comprobar la patogenicidad del hongo aislado, se aplicaron los

postulados de Koch utilizando tres plantas de fresa y frutos maduros.
Preparacion del extracto de nogal

Se recolectaron foliolos de un ejemplar joven de Juglans neotropica en estado vegetativo.
Siguiendo la metodologia descrita por Obodoni y Ochuko (2001), se utilizaron 500 g de hojas
secadas a temperatura ambiente durante tres dias. Posteriormente, las hojas se trituraron
manualmente y se cortaron con tijeras para homogeneizar el tamafio de particulas. El material
se macero en un frasco ambar con 2.5 L de etanol al 20%, agitandose diariamente durante

72 horas para optimizar la extraccion de compuestos activos.
Purificacién del extracto

El macerado se filtré6 con gasas estériles y colador, luego se dejé reposar 24 horas para la
decantacion antes de un segundo filtrado. Posteriormente, la fase liquida se concentré por
evaporacion en una plancha calefactora a temperaturas entre 85-90°C durante 1 hora,
utilizando vasos de precipitacion y control termométrico, esto hasta reducir el volumen al 50%
obteniendo 600 ml. El extracto se almacend en frasco ambar en condiciones de oscuridad en

un sitio fresco y seco hasta su uso.
Manejo del cultivo experimental

En invernadero, se cultivaron plantas de fresa (Fragaria x ananassa cv. Monterrey) en fases
fenologicas de preantesis y antesis. Estas se trasplantaron a sustrato estéril de turba en
fundas negras (5 cm x 1,5 cm x 9cm; 0,67 L capacidad), dispuestas sobre mesas y cubiertas
por estructuras de madera triangular con tela blanca que funcionaba como proteccion fisica y
regulacion microclimatica. Post-trasplante, se aplicé fertilizante foliar organico con la

recomendacién del fabricante y riego controlado dos a tres veces por semana manteniendo
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humedad de sustrato sin encharcamiento. Las unidades experimentales se aleatorizaron y

etiquetaron.
Preparacion de tratamientos

Se prepardé una disolucion con agua destilada a diferentes concentraciones, siguiendo la
metodologia de Pazmino et al. (2017), para los ensayos de campo, y la metodologia de
Zuiiga, Rivera y Cotoras (2013) para los ensayos de laboratorio utilizando una relacion 1:10
de extracto y medio de cultivo. A todas las concentraciones se les adiciond glicerina como
coadyuvante, segun lo reportado por Aguirre et al. (2012), para facilitar la mezcla de los

componentes y principalmente evitar la formacion de precipitados.

Tabla 2. Volumen de cada tratamiento colocado a nivel de campo asperjando 20 ml por
planta.

Tratamiento Volumen
Extracto (ml) Glicerina (ml) Agua destilada (ml) Total (ml)
0% - Control 0 0 0 0
5% 25 5 470 500
10% 50 5 445 500
15% 75 5 420 500
20% 100 5 395 500

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).

Tabla 3. Volumen de cada tratamiento colocado a nivel de laboratorio siguiendo una
proporcion 1:10 (extracto: medio).

Tratamiento Volumen
Extracto (ml) Glicerina (ml) Agua destilada (ml) Total (ml)
0% - Control 0 0 0 0
5% 2 0,4 37,6 40
10% 4 0,4 35,6 40
15% 6 0,4 33,6 40
20% 8 0,4 31,6 40
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Nota: Cada una de las concentraciones se aplicé en 400 ml de medio PDA que sirvié para 12

cajas Petri, esto en el método preventivo y se replicé para el método curativo.
Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).
Aplicacion de tratamientos en campo

La experimentacion se desarrolld simultaneamente en campo y laboratorio. Siguiendo la
metodologia de Taborda et al. (2015) se inocularon todas las plantas con 5 ml de una
suspension de 10° esporas/ml de Botrytis cinerea. Las diferentes concentraciones del extracto
se aplicaron preventivamente atodas las plantas de este método y en el curativo se aplicaron

posterior a la observacion de signos o sintomas.

Para obtener la concentracion objetivo de 10° esporas/ml, se realizé un conteo preliminar
usando camara de Neubauer. Se preparé una suspension de 30 ml de agua destilada con
micelio recolectado de dos cajas Petri con Botrytis cinerea. El conteo se realizé aplicando la
férmula estandarizada: esporas/ml = (nUmero de esporas contadas) x 104, obteniendo una
concentracion inicial de 1,57 x 10° esporas/ml. Para preparar el volumen final de 600 ml, se

calcularon y utilizaron ocho cajas Petri, estimando un aporte de 7,5 x 10® esporas por caja.
Aplicacion de tratamientos en laboratorio

Se prepararon dos litros de medio PDA divididos en cinco partes para el método preventivo,
el extracto se esterilizd6 en autoclave y se mezcld con el PDA en la camara de flujo laminar
antes de dispensar. Ademas, se prepararon dos litros de PDA para dispensar 60 cajas Petri

del método curativo.

A las 24 horas post-preparacién se inocul6 en todas las cajas discos de B. cinerea, tomados
con un sacabocados de 5 mm para el preventivo y 4 mm curativo, finalmente las cajas fueron
selladas con papel film plastico. La incubacion se mantuvo a 22°C que fue la temperatura

Optima determinada en pruebas preliminares con esta cepa de Botrytis cinerea.

Luego de 48 horas de inoculacién se observé crecimiento micelial en el método curativo, por
lo que se procedio a colocar las diferentes concentraciones de extracto mediante aspersion.

Finalmente, todas las cajas se etiquetaron aleatoriamente tras la asignacién de tratamientos.
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4.3.3 Metodologia para el segundo objetivo especifico

Para identificar los efectos y viabilidad del uso de este extracto fue necesario tomar en cuenta
las variables a medir del estudio, obteniendo datos diarios por tres semanas. Esto se hizo con

una muestra de cada tratamiento para un mejor manejo de datos.

A nivel de laboratorio se escogieron al azar seis cajas Petri de cada tratamiento y se evaluaron
parametros como el tiempo y el area de crecimiento del micelio, tomando fotografias diarias
por tres semanas. A nivel de campo, se escogieron al azar seis plantas de cada tratamiento
y las variables medidas fueron en los frutos: diametro polar, diametro ecuatorial, peso y

grados Brix, ademas de la produccién y rendimiento final de cada método y tratamiento.

Adicionalmente, se evalué la incidencia y severidad del patégeno, adaptando la metodologia
aplicada por Fernandez (2017), en este caso se evaluaron dichos parametros semanalmente.
Para incidencia, a nivel de poblacién de cada tratamiento se verificd si cada planta a nivel
general presentaba algun signo o sintoma de la enfermedad. Para severidad, de cada planta

se tomaron dos frutos al azar y se evaluaron tomando en cuenta la siguiente escala:

Tabla 4. Escala visual de severidad en frutos de fresa.

Escala de severidad

Valor Descripcion Ejemplo

0 Fruto sano (Sin infeccion visible)

1 Hasta 1 % de dafio (indicios de la enfermedad)
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2 1 al 5 % del area del fruto dafnada

3 6 al 25 % del area del fruto dafiada

4 26 al 50 % del area del fruto danada

5 Mas del 50 % del area del fruto dafiada

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025). Adaptado de: Fernandez, 2017.
4.4 Analisis de datos

Los datos recopilados fueron registrados en una libreta de campo y en Excel. Las fotografias
del crecimiento del micelio se analizaron y procesaron con el programa Image J. Para el
procesamiento de los datos se trabajé en R-studio, corroborando primero la normalidad con
un test de Shapiro - Wilk y la homogeneidad con un test de Levene, al tener datos normales
se aplico ANOVA vy test de Tukey, si los datos no eran normales se aplicaron test no
paramétricos como Kruskal-Wallis y Dunn. De esta manera se pudo comprobar si existian

diferencias significativas y los grupos que presentaban dichas diferencias.
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V. Resultados

5.1 Resultados de laboratorio

La Tabla 5 muestra los analisis de normalidad y homogeneidad donde los datos no cumplian
con los supuestos y se optd por usar el test de Kruskal-Wallis para comprobar si existen

diferencias significativas. Los resultados se ven en la Tabla 6 donde se observan diferencias

altamente significativas entre los tratamientos y métodos.

Tabla 5. Resumen de pruebas de normalidad y homogeneidad del crecimiento micelial de
Botrytis cinerea a nivel de laboratorio.

Analisis Agrupacion Estadistico (W) Valor p Interpretacion
0% 0,929 1,79 x 107 No normal
Normalidad
0, -8
(Shapiro-Wilk) 5% 0,824 1,35 x 10 No normal
Curativo 10% 0,915 3,86 x 107 No normal
15% 0,595 7,29 x 10714 No normal
20% 0,931 2,19 x 10™ No normal
0% 0,781 7,44 x 1071° No normal
Normalidad
o) -15
(Shapiro-Wilk) 5% 0,524 4,59 x 10 No normal
Preventivo 10% 0,669 1,83 x 1072 No normal
15% 0,822 1,18 x 1078 No normal
20% 0,887 2,29 x 107 No normal
Homogeneidad de F =41,53 p<22x107" Varianzas no

varianzas (Levene)

homogéneas

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).
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Tabla 6. Resumen de prueba de Kruskal — Wallis del crecimiento micelial de B. cinerea.

Método Estadistico (x?) gl Valor p Interpretacion
Curativo 136,0 4 4x107% Diferencias significativas
Preventivo 78,3 4 3,97 x 107 Diferencias significativas

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).

29

Finalmente, en las Tablas 7 y 8 destaca el método curativo a concentraciones de 10% y 15%

y el método preventivo a concentraciones de 5% y 20%, que fueron las mas eficaces en

controlar el crecimiento micelial. El efecto producido por estos métodos especialmente el

curativo demuestra un control significativo sobre la enfermedad a nivel de laboratorio.

Tabla 7. Resumen de Test post hoc de Dunn aplicado al método curativo en cuanto al
crecimiento micelial de B. cinerea.

Método Comparacion Estadistico (Z) p.adj Significancia
Curativo 0% - 5% -8,26 4,68 x 107"® woxx
Curativo 0% - 10% -5,61 5,00 x 1078 M
Curativo 0% -15% -9,88 4,89 x 1072 wn
Curativo 0% -20% -9,76 8,47 x 10722 Hxkk
Curativo 10% - 15% -4,27 3,87 x 10 Hohokx
Curativo 10% - 20% -4,15 5,62 x 1078 Hkkk
Curativo 10% - 5% -2,65 1,14 x 1072 *

Nota: Significancia **** (p < 0.0001) representa diferencias altamente significativas y * (p <

0.05) diferencias marginalmente significativas.
Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).
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Tabla 8. Resumen de Test post hoc de Dunn aplicado al método preventivo en cuanto al
crecimiento micelial de B. cinerea.

Método Comparaciéon Estadistico (2) p-adj Significancia
Preventivo 0% - 5% -2,53 1,63 x 1072 *
Preventivo 0% - 10% -5,61 6,81 x 1078 i
Preventivo 0% - 20% 2,30 2,71 x 1072 *
Preventivo 10% - 5% 3,08 3,47 x 1073 **
Preventivo  10% - 15% 6,54 3,15 x 107 i
Preventivo  10% - 20% 7,90 2,70 x 107 e
Preventivo  15% - 5% -3,46 1,09 x 1072 **
Preventivo  20% - 5% -4,83 3,49 x 107 i

Nota: Significancia **** (p < 0.0001) representa diferencias altamente significativas, ** (p <
0.01) diferencias significativas, y * (p < 0.05) diferencias marginalmente significativas.
Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).

A continuacién, en la Figura 4 se presentan las distintas curvas de crecimiento micelial
obtenidas a lo largo del periodo de evaluacion. Estas permiten visualizar y comparar la

dinamica del desarrollo del micelio bajo los distintos tratamientos establecidos.
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Figura 4. Evolucion del promedio de crecimiento micelial in vitro de B. cinerea durante el periodo experimental.

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).
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Al hacer uso de medianas en este analisis se puede observar que el extracto de nogal ejercio
un efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento de B. cinerea, con diferencias notables

entre los métodos preventivo y curativo.

Como se ve en la Figura 5 el tratamiento preventivo a una concentracién del 15% mostré la
mayor eficacia, presentando la menor mediana de didmetro del micelio y una baja variabilidad
de datos, lo que sugiere una inhibicion consistente y reproducible. Por otro lado, en el enfoque
curativo, la concentracion del 10% resulté ser la mas efectiva, indicando que dosis
intermedias pueden ser optimas cuando el hongo ya esta establecido. Estas diferencias con
el analisis de medias resaltan la importancia de complementar ambos enfoques estadisticos,

mientras las medias reflejan efectos globales, las medianas revelan tendencias centrales mas

sdlidas.
Método: B Curativo [l Preventivo
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Figura 5. Efecto del extracto de nogal en el didametro del micelio: Medianas del crecimiento
bajo tratamientos preventivo (barras naranjas) y curativo (barras verdes). Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).

5.2 Resultados de campo

Diametro ecuatorial

Los analisis de normalidad mostrados en la Tabla 9, revelaron que los datos no siguen una
distribucion normal, al tener valores de p menores a 0,05. El Test de Levene evidencio
homogeneidad en los dos casos al tener un valor de p mayor al 0,05. A pesar de cumplir
con este supuesto no se puede usar un ANOVA directo por lo que, se utilizé la prueba de
Kruskal-Wallis manifestada en la Tabla 10, la cual mostré que existen diferencias

significativas en el diametro ecuatorial entre tratamientos del método preventivo y curativo.
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Tabla 9. Resumen normalidad y homogeneidad del diametro ecuatorial.

Analisis Agrupaciéon  Estadistico (W) Valor p Interpretacion
0% 0,894 7,51 x 1073 No normal
Normalidad 5% 0,902 2,26 x 102 No normal
(Shapiro-Wilk)
. 10% 0,893 9,00 x 1074 No normal
Preventivo
15% 0,909 2,09 x 10™ No normal
20% 0,946 1,55 x 1077 No normal
Homogeneidad de F=0,857 0,489 Varianzas
varianzas (Levene) homogéneas
0% 0,903 2,01 x 10710 No normal
Normalidad 5% 0,873 1,08 x 103 No normal
(Shapiro-Wilk)
] 10% 0,901 6,87 x 107" No normal
Curativo
15% 0,903 4,70 x 10712 No normal
20% 0,942 2,72 x 1078 No normal
Homogeneidad de F=0,692 0,598 Varianzas
varianzas (Levene) homogéneas

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).

Tabla 10. Resumen de prueba de Kruskal - Wallis del diametro ecuatorial

Método  Estadistico (x?) gl Valor p Interpretacion
Preventivo 22,3 4 1,71 x 10™ Diferencias significativas
Curativo 29,3 4 6,73 x 1078 Diferencias significativas

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).

En la Tabla 11 y 12, se exhibié que las diferencias mas significativas corresponden a la
concentracion del 20% en el método preventivo y el 10% en el curativo lo que sugiere un

efecto positivo en el diametro ecuatorial.
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Tabla 11. Resumen de Test post hoc de Dunn aplicado al método preventivo en cuanto al
diametro ecuatorial.

34

Método Comparacion Estadistico (Z) Valor p p.adj Significancia
Preventivo 0% - 5% -1,60 1,10x107" 1 ns
Preventivo 0% - 10% 2,17 3,03x1072 3,03x10™" ns
Preventivo 0% -15% -0,732 4,64x10™ 1 ns
Preventivo 0% -20% -4,42 9,69%x107° 9,69%x107° e
Preventivo 5% - 10% -0,534 5,93x107" 1 ns
Preventivo 5% - 15% 0,841 4,00x10™ 1 ns
Preventivo 5% - 20% -2,90 3,67x1072 3,67x1072 *
Preventivo 10% - 15% 1,38 1,67x107" 1 ns
Preventivo 10% - 20% -2,45 1,41x1072 1,41x107" ns
Preventivo 15% - 20% -3,66 2,50%10™ 2,50%1073 **

Nota: Significancia **** (p < 0.0001) representa diferencias altamente significativas, ** (p <

0.01) diferencias significativas y * (p < 0.05) diferencias marginalmente significativas.
Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).

Tabla 12. Resumen de Test post hoc de Dunn aplicado al método curativo en cuanto al
diametro ecuatorial.

Método Comparacion Estadistico (Z) Valor p p.adj Significancia
Curativo 0% - 5% -0,314 7,54%x10™ 1 ns
Curativo 0% - 10% -3,58 3,38x10™ 3,38x1073 **
Curativo 0% -15% 0,270 7,87x107™" 1 ns
Curativo 0% -20% 1,39 1,65x107" 1 ns
Curativo 5% - 10% -3,44 5,72x10™ 5,72x1073 **
Curativo 5% - 15% 0,619 5,36x10™" 1 ns
Curativo 5% - 20% 1,79 7,35%1072 7,35%107" ns
Curativo 10% - 15% 4,07 4,62x107° 4,62x107 e
Curativo 10% - 20% 5,14 2,73x1077 2,73x107° e
Curativo 15% - 20% 1,19 2,32x10™" 1 ns

Nota: Significancia **** (p < 0.0001) representa diferencias altamente significativas, *** (p <

0.001) diferencias muy significativas y ** (p < 0.01) diferencias significativas.

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).
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En la Figura 6 se evidencia una tendencia ascendente del diametro de los frutos, lo cual indica
que el fruto se desarrolla progresivamente con el paso del tiempo a pesar de presentar la
enfermedad. En el método preventivo, la concentracion del 20% demuestra un menor
crecimiento en el diametro ecuatorial, incluido el de 10% que ostenta un desarrollo del fruto

también menor; mientras que el tratamiento control (0%) y el 5% presentan valores mayores.

Con base a lo descrito, el tratamiento con 5% mantuvo un crecimiento cercano al control, lo
que plantea que esta concentracion no afecta significativamente el desarrollo del fruto,
aunque tampoco muestra un efecto claramente beneficioso. Por otra parte, bajo el método
curativo, el tratamiento al 20% promovié un crecimiento superior de esta variable en la
mayoria de los dias de evaluacion, seguido del 15% que le supera al tratamiento control (0%)
tanto al inicio como al final de la toma de datos, lo que sugiere un efecto positivo del extracto

cuando se aplica después de la infeccion y con dosis moderadas.
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Diametro ecuatorial de los frutos de fresa
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Figura 6. Evolucion del diametro ecuatorial promedio de los frutos durante el periodo de evaluacion experimental. Letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones para cada tipo de tratamiento.

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).

36

Juliana Fatima Bautista Moscoso - Lilian Cristina Suarez Lazo



UCUENCA

Diametro polar

37

En cuanto, a la prueba de normalidad presentada en la Tabla 13, se destacé que los datos

de la variable diametro polar del método preventivo y curativo no son normales entre los

tratamientos. Por otra parte, la prueba de Levene mostr6 homogeneidad en las varianzas

para los dos métodos. Para las diferencias significativas se realizé un test de Kruskal-Wallis

manifestada en la Tabla 14, la cual recalcdé que existen diferencias significativas en el

diametro polar entre tratamientos del método preventivo y curativo.

Tabla 13. Resumen de pruebas de normalidad y homogeneidad del diametro polar.

Analisis Agrupacion Estadistico (W) Valor p Interpretacion
Normalidad 0% 0,937 2,43 x 107° No normal
(Shapiro-Wilk) 5% 0,936 1,45 x 107° No normal
Preventivo 10% 0,912 2,53 x 102 No normal
15% 0,929 8,62 x 10710 No normal
20% 0,926 2,32 x 107° No normal
Homogeneidad de F=1,61 0,169 Varianzas
varianzas (Levene) homogéneas
0% 0,937 6,98 x 1078 No normal
Normalidad 5% 0,920 1,77 x 107 No normal
(Shapiro-Wilk) 10% 0,872 1,07 x 102 No normal
Curativo 15% 0,927 3,77 x 10710 No normal
20% 0,961 3,61 x107° No normal
Homogeneidad de F=1,31 0,265 Varianzas
varianzas (Levene) homogéneas

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).

Tabla 14. Resumen de prueba de Kruskal - Wallis del diametro polar.

Método  Estadistico (x?) Valor p Interpretacion
Preventivo 26,9 2,13x107° Diferencias significativas
Curativo 32,3 1,64 x 1076 Diferencias significativas

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).
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El post hoc de Dunn expresado en Tabla 15 y 16 mostrdé que la concentracion del 20%
posee diferencias significativas comparado con las concentraciones del 0%, 5% y 15%, lo
cual propone que, en el método preventivo esta concentracion es mas efectiva al evitar una
influencia directa sobre el diametro polar. Las comparaciones con significancia en el método
curativo son destinadas, a la concentracion del 10% del extracto, al mostrar una mayor
cantidad de diferencias con las demas concentraciones. Lo que sugiere, que el tratamiento

del 10% no tiene una influencia negativa en el crecimiento del didmetro polar del fruto.

Tabla 15. Resumen de Test post hoc de Dunn aplicado al método preventivo en cuanto al
didmetro polar.

Método Comparacion Estadistico (Z) Valor p p-adj Significancia
Preventivo 0% - 5% -1,05 2,95x107" 1 ns
Preventivo 0% - 10% -2,91 3,62x1072 3,62x1072 *
Preventivo 0% -15% -0,113 9,10x107" 1 ns
Preventivo 0% -20% -4,24 2,22x107° 2,22x107 o
Preventivo 5% - 10% -1,85 6,50%1072 6,50%107" ns
Preventivo 5% - 15% 0,919 3,58%x107" 1 ns
Preventivo 5% - 20% -3,25 1,15x1073 1,15%x1072 *
Preventivo 10% - 15% 2,75 5,97x1073 5,97x1072 ns
Preventivo 10% - 20% -1,56 1,20x10™" 1 ns
Preventivo 15% - 20% -4,08 4,58x107° 4,58x10™ b

Nota: Nivel de significancia de las comparaciones, donde *** (p < 0.001) representa
diferencias muy significativas, y * (p < 0.05) diferencias marginalmente significativas y

(p<0,05) no son significativas.

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).
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Tabla 16. Resumen de Test post hoc de Dunn aplicado al método curativo en cuanto al del
diametro polar.

Método Comparacion Estadistico (Z) Valor p p.adj Significancia
Curativo 0% - 5% -1,12 2,62x10™" 1 ns
Curativo 0% - 10% -3,89 9,89%x107° 9,89%x10™ b
Curativo 0% -15% -0,572 5,67x107" 1 ns
Curativo 0% -20% 1,43 1,52x10™" 1 ns
Curativo 5% - 10% -2,95 3,20%1073 3,20x1072 *
Curativo 5% - 15% 0,593 5,53x107" 1 ns
Curativo 5% - 20% 2,68 7,36%1072 7,36x1072 ns
Curativo 10% - 15% 3,55 3,85%107 3,85x107 **
Curativo 10% - 20% 5,14 2,73x1077 2,73x107° bl
Curativo 15% - 20% 1,19 2,32x107" 1 ns

Nota: Nivel de significancia de las comparaciones donde, **** (p < 0.0001) indica diferencias
altamente significativas, *** (p < 0.001) muy significativas, ** (p < 0.01) significativas, * (p <

0.05) marginalmente significativas, y p =2 0.05 indica que no existen diferencias significativas.

En la Figura 7, se observa que en el método preventivo las concentraciones de 0%, 5% y
15% orientan un mayor crecimiento polar del fruto a lo largo del tiempo, mientras que una
concentracion del 20% presentd menores diametros polares, manteniéndose constantemente

por debajo del resto.

En el método curativo, el comportamiento fue distinto, ya que la concentracion del 20% del
extracto mostré un crecimiento superior en el diametro polar del fruto superando al tratamiento
control y a las demas concentraciones. Esta diferencia propone que al aplicar el extracto de
nogal a altas concentraciones tras la infeccion podrian favorecer la recuperacion del fruto o
al menos limitar el efecto de por Botrytis cinerea sobre el tamafo del fruto frente a no aplicar

ningun tratamiento.

En términos generales, la concentracion del 20% del extracto mostré una tendencia opuesta
segun el método de aplicacion, en el preventivo sugiere un posible efecto fitotdxico o inhibidor
cuando se aplica antes de la presencia del patdogeno y en el método curativo favorecio el
desarrollo del fruto, indicando una mayor eficacia para reducir los efectos de Botrytis cinerea

una vez instaurada la infeccion.
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Diametro polar de los frutos de fresa
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Figura 7. Evolucion del diametro ecuatorial promedio de los frutos durante el periodo de evaluacion experimental. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones para cada tipo de tratamiento.

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).
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Peso de los frutos

En la Tabla 17 se observé que todos los tratamientos del método preventivo cumplen con el
supuesto de normalidad (p > 0,05). En el caso del método curativo hay normalidad en los
tratamientos a excepcion del 5%, que presenté un p-valor de 0,0461, indicando desviacion
de la normalidad. Ademas, el tratamiento curativo al 20% no se evalué debido a un tamafo
de muestra insuficiente (n < 3). Por otro lado, la prueba de Levene Test confirma la

homogeneidad de varianzas entre los grupos.

En este caso como solo un grupo no es normal se procedio a verificar la normalidad de los
residuos del modelo completo, que mostré valores de (W=0,993, p=0,996) que es mayor a
0,05 e indica que los residuos del modelo son normales y se puede decir que existe
normalidad en los datos. Al realizar el ANOVA, este evidencidé que no existian diferencias

significativas entre los tratamientos y no se realizaron pruebas post hoc.

Tabla 17. Resumen de pruebas de normalidad y homogeneidad del peso de los frutos (g)
de fresa (Fragaria x ananassa) variedad Monterrey.

Analisis Agrupaciéon  Estadistico (W) Valor p Resultado
Global - 0,993 0,996 Normalidad
0% 0,895 0,406 Normalidad
Normalidad (Shapiro-
0 .
Wilk) 5% 0,960 0,806 Normalidad
Preventivo 10% 0,873 0,310  Normalidad
15% 0,862 0,194 Normalidad
20% - -
Normalidad (Shapiro- 0% 0,816 0,108 Normalidad
Wilk)
5% 0,771 0,0561 No normal
Curativo
10% 0,993 0,844 Normalidad
15% 0,928 0,584 Normalidad
20% 0,934 0,623 Normalidad
Homogeneidad de - F=10,2719 0,9781 Homogeneidad

varianzas (Levene Test)
Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).
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En la Figura 8 se muestra el peso promedio de frutos cosechados bajo distintas
concentraciones del extracto de nogal, aplicadas como método preventivo o curativo contra
Botrytis cinerea. Aunque no se detectaron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos dentro de cada método, se evidencian tendencias con respecto a esta variable.

En general, el método curativo presenté frutos con mayor peso promedio que el preventivo.

Las concentraciones del 5% y 20% en el curativo alcanzaron los valores mas altos, con 14,4
g y 14,2 g respectivamente. En el método preventivo, la mayor media fue de 9,75 g con la
concentracion del 10%. Si bien, las diferencias no son significativas desde el punto de vista
estadistico, estos resultados sugieren una posible mayor eficacia del extracto de nogal

cuando se aplica de forma curativa, lo que estar asociado a un mejor desempefo en términos

de peso del fruto durante el periodo de evaluacion.

Método: . Preventivo . Curativo

il

0% { Control} 10% 15% 20%
Concentramon del extracto (%)

Peso del fruto (g)
=

[}
1

Figura 8. Peso promedio de frutos cosechados durante el periodo de evaluacién. Las barras
izquierdas representan el método preventivo y las derechas el curativo con sus respectivos
tratamientos.

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).

Grados Brix

Luego de comprobar la normalidad y homogeneidad como se ve en la Tabla 18, se procedid
a realizar un ANOVA que indicoé que la variabilidad entre tratamientos no fue
significativamente mayor que la variabilidad residual (F (4,39) = 0,903, p = 0,471). Dado que

este valor p excede el nivel de significancia convencional (0,05), no se rechaza la hipotesis
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nula de igualdad de medias, lo que implica que no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre los tratamientos.

En consecuencia, no procede realizar comparaciones post hoc de Tukey al no existir
evidencia de efectos diferenciados entre los tratamientos en los grados Brix. Y cabe recalcar
que una vez mas el tratamiento curativo al 20% no se evalué debido a un tamano de

muestra insuficiente (n < 3).

Tabla 18. Resumen de pruebas de normalidad y homogeneidad del peso de los frutos (g)
de fresa (Fragaria x ananassa) variedad Monterrey.

Analisis Agrupacion Estadistico (W) Valor p Resultado
0% 0,852 0,201 Normalidad
Normalidad
0 .
(Shapiro-Wilk) 5% 0,963 0,826 Normalidad
Curativo 10% 0,964 0,637 Normalidad
15% 0,858 0,222 Normalidad
20% 0,999 1,000 Normalidad
Normalidad 0% 0,993 0,972 Normalidad
(Shapiro-Wilk)
. 5% 0,883 0,325 Normalidad
Preventivo
10% 0,945 0,683 Normalidad
15% 0,957 0,794 Normalidad
20% - -
Bartlett Test Chi? = 4,2935 0,3677 Homogeneidad

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).

Al analizar la Figura 9 a pesar de no existir diferencias estadisticas significativas, se puede
observar que generalmente los frutos que presentan valores promedio mayores en cuanto a

grados brix pertenecen al método curativo.

Juliana Fatima Bautista Moscoso - Lilian Cristina Suarez Lazo



UCUENCA "

Método: B Preventivo [ Curativo

6_
X
m 4-
[7)]
O
©
o
G,

0_

I I
0% 5% 10% 15% 20%
Tratamiento

Figura 9. Promedio de grados Brix por tratamiento y método. Las barras izquierdas
representan el método preventivo y barras derechas el curativo.

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).

Incidencia

Como se ve en la Tabla 19 el andlisis visual de la incidencia de Botrytis cinerea a lo largo de
las tres evaluaciones reveld un incremento progresivo de la enfermedad en la mayoria de los
tratamientos, tanto preventivos como curativos, lo que sugiere que el efecto del extracto de
nogal no se mantuvo constante en el tiempo. El tratamiento preventivo al 10% fue el mas
efectivo en las dos primeras evaluaciones, mostrando la menor incidencia 25%, aunque en la

tercera evaluaciéon aumento al 58%.
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Tabla 19. Promedio de porcentaje de incidencia de B. cinerea en cada toma de datos por
método y tratamiento.

Método Tratamiento Incidencia (%)
1 2 3
0% 33 75 75
5% 42 58 58
Preventivo 10% 25 25 58
15% 42 58 75
20% 33 50 75
0% 25 42 75
Curativo 5% 42 58 83
10% 42 67 75
15% 0 67 67
20% 58 75 75

Nota: Los numeros 1, 2 y 3 se refieren a la semana de evaluacion.
Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).

En la Figura 10 se observa que destaco el método curativo, especificamente la concentracion
del 20%, que en la primera evaluacion logré un control total con 0% de incidencia, aunque
posteriormente se elevd al 67%, lo que evidencia una posible eficacia inicial que no se
sostuvo. Por otro lado, los tratamientos a bajas concentraciones, como curativo al 5%, fueron
ineficaces, alcanzando hasta un 83% de incidencia en la ultima evaluacién. El control, mostré
una rapida progresion de la enfermedad, reforzando la agresividad del patégeno en ausencia
de intervencion.

Estos resultados sugieren que el extracto de nogal puede tener un efecto positivo temporal
sobre la incidencia de la enfermedad, especialmente en concentraciones intermedias, aunque
su eficacia podria disminuir con el tiempo, requiriendo posibles reaplicaciones o su integracion

con otras estrategias de manejo.
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Figura 10. Evolucion de incidencia en cada toma de datos. Los numeros 1, 2 y 3 indican la semana de evaluacion.

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).
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Severidad

Asi también la severidad de la Tabla 20 se analizé mediante un promedio semanal, los valores
mas bajos corresponden al método preventivo con una concentracién del 10% de extracto de
nogal, observando promedios de 0,17, 0,17 y 0,25 en cada toma, esto evidencia una alta
eficacia del extracto cuando se aplica antes de la aparicion de los sintomas. En contraste, el
tratamiento con un 20% de extracto registré la mayor severidad en la tercera evaluacion con
un promedio de 2,63, lo cual podria deberse a una menor efectividad a largo plazo o a un

efecto fitotdxico acumulado.

En el tratamiento curativo, los valores fueron mas variables. Si bien un 15% de extracto
mostré la menor severidad en la primera evaluacién con un promedio de 0,08, contrasta con
el 10% que alcanzo valores mas altos en la tercera evaluacién de 1,40, lo que sugiere que la
aplicacion curativa del extracto puede ser menos consistente en su efectividad conforme

progresa la infeccion.

Tabla 20. Promedio de severidad segun la escala de 0 a 5, en cada toma de datos por
método y tratamiento.

Método Tratamiento Severidad (0 - 5)
1 2 3
0% 0,33 1,17 1,67
5% 0,08 0,25 0,67
Preventivo 10% 0,17 0,17 0,25
15% 0,17 0,58 1,30
20% 1,10 0,90 2,63
0% 0,17 0,42 1,83
5% 0,25 0,42 1,00
Curativo 10% 0,67 1,40 1,40
15% 0,08 0,75 1,60
20% 0,25 0,75 1,75

Nota: Los numeros 1, 2 y 3 se refieren a la semana de evaluacion.
Elaborado por: Bautista & Suéarez (2025).

En la Figura 11 los tratamientos preventivos, en especial 5% y 10%, mantuvieron niveles de
severidad considerablemente bajos durante todo el periodo de evaluacion. Esto indica que
el extracto de nogal tiene mayor eficacia cuando se aplica de forma preventiva, reduciendo

la severidad del patdgeno antes del establecimiento de la infeccion.
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Figura 11. Evolucion de la severidad por en cada toma de datos. Los niumeros 1, 2 y 3 indican la semana de evaluacién

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).
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Produccién y rendimiento

En la Tabla 21, se obtuvo que la produccion y rendimiento del método preventivo mejoran
cuando se aplican concentraciones intermedias de 10% a 15%, pues a una mayor
concentracion del extracto el rendimiento del cultivo disminuye. En el caso del método
curativo el tratamiento al 5% permitié un rendimiento superior a las demas concentraciones
con alrededor de 514,815 kg/ha. Por lo que, se estima que las aplicaciones de extracto de
nogal influyen en la productividad y sanidad del cultivo; y la efectividad podria depender del
momento de aplicacion y la concentracion utilizada. Sin embargo, estos resultados no
necesariamente sugieren que el rendimiento puede estar asociado a una mayor

concentracion.

Tabla 21. Produccion y rendimiento del cultivo de fresa.

Método Tratamiento No. Produccion Produccion Rendimiento
Frutos promedio por total (Kg) (kg/ha)
planta (Kg)

Preventivo 0% 6 0,005 0,055 187,075
5% 7 0,006 0,069 234,694

10% 9 0,008 0,091 309,524

15% 13 0,010 0,116 394,558

20% 5 0,004 0,044 149,660

Curativo 0% 7 0,006 0,076 281,481
5% 9 0,012 0,139 514,815

10% 5 0,004 0,04901 181,519

15% 10 0,010 0,114 422,222

20% 8 0,009 0,113 418,519

Elaborado por: Bautista & Suarez (2025).

VL. Discusion

6.1 Discusidén para resultados obtenidos a nivel de laboratorio

Estudios previos que han evaluado la eficacia de tratamientos antifungicos aplicados en
diferentes momentos del ciclo de infeccién como Leyva et al. (2008) demostraron que el acido
hexanoico aplicado de manera preventiva en tomates proporcioné una proteccion efectiva

contra B. cinerea, mientras que su aplicacion post-infeccién o curativa mostré una eficacia
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reducida. De manera similar, Fernandez-Ortuiio et al. (2007) encontraron que la actividad
curativa de nuevos fungicidas contra B. cinerea era limitada en comparacion con su aplicaciéon

preventiva.

En relacion con la eficacia del extracto de nogal, investigaciones han demostrado su potencial
antifangico. Naqvi et al. (2023) evaluaron la actividad antifungica de nanoparticulas de plata
mediadas por extracto de J. regia contra Aspergillus ochraceus, observando una inhibicion
significativa del crecimiento fangico. Asimismo, Sytykiewicz et al. (2014) reportaron que
extractos metandlicos vy etil-acetato de hojas de J. regia mostraron actividad antifingica contra
cepas de Candida albicans. Estos hallazgos respaldan la eficacia observada en el presente
estudio, donde una concentracion del 15% del extracto de nogal fue la mas efectiva en el

meétodo preventivo, reduciendo significativamente el crecimiento micelial de B. cinerea.

6.2 Discusion para resultados obtenidos a nivel de campo

Diametro ecuatorial y polar

Menzel (2021) sefiala que las variaciones en las dimensiones del fruto, tanto en largo como
en ancho, pueden estar influenciadas por el tamafo de la flor y por factores ambientales,
especialmente la temperatura. Investigaciones previas han demostrado que en regiones con
climas mas frescos o frios se obtienen frutos de mayor tamafio, tanto en diametro ecuatorial
como polar (Josuttis, 2015). En este caso, las temperaturas dentro del invernadero oscilaron
entre una minima de 9,3 °C y una maxima de 55,8 °C, condiciones que probablemente

influyeron en el tamafio y las dimensiones de los frutos obtenidos.

En cuanto al efecto del extracto de nogal, actualmente existe escasa informacién cientifica
que relacione su aplicacion con el desarrollo del fruto en fresa. Sin embargo, algunos estudios
han reportado efectos alelopaticos asociados a sus compuestos bioactivos como la juglona.
Topal y Oztirk (2015) demostraron que la aplicacién de juglona tuvo efectos negativos sobre
el crecimiento de frutos y en fresa Camarosa y Sweet Charlie. En contraste, en el presente
estudio no se observaron efectos adversos notorios, lo que podria ser debido a diferencias
en las variedades utilizadas, en este caso la variedad Monterrey y la especie de nogal que en
este caso fue Juglans neotropica. Ademas, de la concentracion del extracto y el método o
momento de aplicacion. Esto sugiere que, aunque el nogal posee potencial alelopatico, su

efecto va a depender de diferentes factores agronémicos Yy fisiolégicos.

Por otra parte, el tratamiento curativo con extracto de nogal promovié un mayor desarrollo en
ambas dimensiones del fruto, en comparacion con el método preventivo. Este resultado

podria explicarse por el hecho de que, al reducirse la incidencia de Botrytis cinerea, la planta
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redirige parte de sus recursos fisiologicos del combate al estrés patégeno hacia el desarrollo
estructural del fruto. Este mismo efecto ha sido reportado por Meza (2020), quien observé
que la aplicacion de extracto de flor de muerto en el cultivo de pimiento no solo redujo la
presencia de mosca blanca, sino que ademas resulté en frutos con un mayor tamafio
promedio, sugiriendo asi que los tratamientos minimizan la presidn o estrés sobre las plantas,
y estas pueden mostrar un crecimiento mas uniforme y vigoroso a nivel del fruto, debido al

menor gasto energético en mecanismos de defensa.

Peso de frutos

Rodriguez et al. (2025), reportaron en su estudio con tomate, que el tratamiento curativo con
extractos vegetales no solo redujo los sintomas de Botrytis cinerea, sino que también
favorecio el desarrollo de plantulas, indicando un posible efecto bioestimulante posterior a la
infeccion, lo cual coincide con la tendencia observada en este estudio, debido a que los
resultados del peso de los frutos de fresa fueron mayor al aplicar mayores concentraciones
del extracto de forma curativa. Por otro lado, la concentracion del 5% y 20% del extracto de
nogal como método curativo, promovieron pesos promedio mayor (14,4 gy 14,2 g) al peso
de los estandares minimos de frutos de fresa no comercializable que abarcan desde los 4 a

12 g reportados por Menzel (2021).

En este caso el extracto de nogal tuvo efectos distintos segun cémo se aplicd. De forma
curativa, ayudé a aumentar el peso del fruto, y en aplicaciones preventivas, especialmente a

concentraciones elevadas, tuvo un efecto negativo.

Primero el efecto positivo puede explicarse debido a la relacion tamafio — peso de los frutos
como lo estudiado por Lopez-Valencia et al. (2018) donde analizaron siete variedades de
fresa cultivadas en Colombia, y encontraron que los estados de madurez 2, 3 y 4 presentaron
los mayores diametros y pesos frescos, es decir que existe una relacion positiva entre estas

variables.

Algo similar se observé en el trabajo de Torres et al. (2015), quienes usaron extractos
naturales como Thymus vulgaris, Origanum vulgare y Cinnamomum zeylanicum para
controlar Penicillium expansum en manzana. Explican que compuestos activos como el timol
y el carvacrol pueden afectar la estructura celular del hongo, pero, por otra parte, también
advierten que, en ciertas dosis, estos extractos pueden generar efectos adversos en la calidad
de los frutos y alteraciones en el peso, posiblemente asociadas a reacciones de estrés o dafo

celular provocado por los compuestos bioactivos.
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Esto podria explicar por qué, en este estudio, las aplicaciones preventivas a altas
concentraciones no fueron beneficiosas y llegaron a afectar negativamente el desarrollo del
fruto. Esto llega a coincidir con Topal y Oztiirk (2015) que reportaron que la aplicacién de
juglona tuvo efectos negativos sobre el desarrollo de frutos y en fresa Camarosa y Sweet
Charlie, reiterando asi que el nogal posee potencial alelopatico, pero su efecto va a depender

de diversos factores.
Produccién y Rendimiento

En este estudio, el mayor rendimiento se alcanzé con el tratamiento curativo al 5% de extracto
de nogal, con un total de 514,81 kg/ha, mientras que el tratamiento preventivo al 15% obtuvo
394,56 kg/ha. Aunque estas cifras son inferiores a los 6664,05 kg/ha reportados por Pazmifo
(2018) a los 40 dias, evidencian que la produccion mejora cuando se reduce la afectacién por
Botrytis cinerea. A su vez, Negi et al. (2021) con base a su estudio sefala, que un mayor
numero de hojas contribuye significativamente al rendimiento, ya que una mayor area foliar

favorece la fotosintesis y, en consecuencia, el desarrollo y llenado de los frutos.

Cocco et al. (2011) sefialaron que un mayor numero de coronas durante la temporada de
produccion se asocia con una mayor cantidad de frutos, dado que los tallos florales se
originan precisamente en estas estructuras. Por lo tanto, un incremento en el numero de
coronas puede ser un indicador directo de un mayor rendimiento en la produccién de frutos

de fresa.
Grados Brix

La juglona, que es el principal compuesto alelopatico del nogal, ha sido ampliamente
reportada como inhibidor de procesos fisiolégicos como la germinacién y el crecimiento
radicular en diversas especies vegetales, asi reportan autores como Hejl & Koster (2004) y
Rietveld (1983). Sin embargo, su efecto sobre parametros de calidad de fruto, como el

contenido de azucares, ha sido menos documentado.

A su vez, podria esperarse que la infecciéon afectara el metabolismo de los frutos,
particularmente en el contenido de azucares, sin embargo, no hubo diferencias significativas.
Esto puede explicarse con lo reportado por Copes y Hendrix (2004), quienes observaron que,
en etapas tempranas de la infeccion, Botrytis cinerea afecta principalmente procesos como
la fotosintesis y la transpiracion, sin modificar de forma inmediata la composicion de azucares
en los tejidos vegetales. De manera similar, Petrasch et al. (2019) explican que al tratar con

un patégeno necrotrofico, este inicialmente coloniza los tejidos de manera superficial antes
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de provocar cambios fisiolégicos mas profundos, justificando asi la estabilidad presentada de

los niveles de sélidos solubles en las fresas que evaluadas en este estudio.
Incidencia y Severidad

La comparacion entre métodos y concentraciones resalta que el enfoque preventivo,
especialmente con concentraciones entre el 10% y 15%, ofrece mejores resultados tanto en

incidencia como en severidad, en comparacion con los tratamientos curativos.

En términos de incidencia, el tratamiento preventivo con una concentracién del 10% resulté
ser el mas eficaz durante las dos primeras evaluaciones, alcanzando solo un 25% de
incidencia, aunque esta se elevd al 58% en la tercera evaluacion en un lapso de siete dias,
sugiriendo un efecto antifungico inicial potente, que disminuye con el tiempo, esto es
consistente con Wianowska et al. (2016), que destacaron a la actividad antifUngica como
dependiente de la variedad del nogal con la que se trabaje y del perfil fendlico del extracto, lo
que puede explicar la pérdida de eficacia con el tiempo, probablemente debido a la
degradacion de los compuestos activos del extracto y la posible necesidad de reaplicacion

para mantener la efectividad.

En el caso de la severidad, también fue el tratamiento preventivo al 10% el que mostré los
promedios mas bajos a lo largo de las tres evaluaciones (0,17, 0,17 y 0,25) en una escala de
0 a 5, lo cual indica que el extracto de nogal no solo retrasé el inicio de la enfermedad, sino
que también limitd su progreso, correspondiendo este resultado con lo realizado por Kotan et
al. (2022) quienes demostraron que el uso preventivo de ciertos compuestos, en su caso
aceites esenciales, puede reducir significativamente la severidad del moho gris durante el
almacenamiento postcosecha lo que destaca la importancia del momento de aplicacion en la

eficacia del biocontrol.

En contraste, el tratamiento curativo del 20%, logré un efecto inicial significativo, con 0% de
incidencia en la primera evaluacion realizada 4 dias después de la aplicacion de los
tratamientos, pero luego aumentd hasta un 67%, lo que demuestra que el extracto tiene un
efecto limitado, esto fue comprobado por Suzuki et al. (2011) que evaluaron la eficacia de 15
fungicidas en el control de B. cinerea en plantulas de pepino y los tratamientos curativos,
aplicados 24 horas después de la inoculacion, solo fueron efectivos en algunos casos, y
ninguno mostro eficacia cuando se aplicaron 48 horas después de la inoculacion, esto indica

que una vez que la infeccidn esta establecida, el control del patégeno es mucho mas dificil.

De igual forma en severidad, se observaron valores mas variables y en algunos casos

elevados, lo que podria sugerir una pérdida de efectividad o incluso un posible efecto
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fitotoxico por el uso repetido o altas concentraciones que fue advertido por Wianowska et al.
(2016), quienes sefalaron que, si bien la juglona posee propiedades antifungicas, también

puede causar estrés oxidativo en tejidos vegetales.

VILI. Conclusiones

En conclusion, los resultados de este estudio sugieren que el extracto de nogal posee
propiedades antifungicas efectivas contra Botrytis cinerea. En el laboratorio, el extracto de
nogal demostré eficacia en ambos métodos de aplicacion, destacando el tratamiento
preventivo al 15% vy el curativo al 10% como los mas efectivos para inhibir el crecimiento
micelial de Botrytis cinerea. En condiciones de campo, el método curativo con
concentraciones del 15% y 20% favorecié significativamente la calidad y desarrollo de los
frutos, lo que resalta su potencial para recuperar plantas ya infectadas. No obstante, para el
control de la enfermedad, el tratamiento preventivo al 10% resulté ser el mas constante y
efectivo en reducir la incidencia y severidad a lo largo del tiempo. En conjunto, para Botrytis
cinerea el tratamiento preventivo al 10% se destaca como el mas equilibrado, al ofrecer una
buena proteccion fitosanitaria sin comprometer las caracteristicas del fruto, mientras que el
curativo al 20% se presenta como una opcion ideal para restaurar el crecimiento posterior a
la infeccion. Por tanto, ambos enfoques pueden ser complementarios, dependiendo del

estado del cultivo y del momento de aplicacion.

VIII. Recomendaciones

Se recomienda el uso del extracto de nogal como una alternativa viable dentro del manejo
integrado de Botrytis cinerea, especialmente cuando se aplica de manera preventiva en las
etapas tempranas del cultivo. Es fundamental realizar ensayos adicionales en condiciones de
campo para validar su aplicabilidad practica y evaluar posibles efectos fitotoxicos. Ademas,
ajustar la frecuencia de aplicacion podria ser clave para mantener su efectividad a lo largo

del ciclo productivo.
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X. Anexos

Anexo A: Certificacion de plantas de fresa.

VIVERO SADITH

Ing. Israel Robalino

14 de marzo de 2025.

CERTIFICADO

Por medio de este documento certifico que las plantas de fresa son plantas certificadas de la
variedad monterrey cuyas plantas corresponden a los siguientes datos:

PLANTAS DE FRESA
FECHA TRASPLANTE 25 de enero de 2025 DOSIS
TRATAMIENTO aplicacion de raizal tiflo a la raiz 1KG/200 LT AGUA

Aplicacion de fosfato mono aménico mas
FERTILIZACION nitrato de amonio 1KG/200 LT AGUA

La informacién proporcionada es real y se la puede utilizar como creyere conveniente el
comprador.

Ing. Israel Robalino
Ced. 1803595956
Cel. 0991369589

Anexo B: Adecuacién de espacio en invernadero y aclimatacion de plantas de fresa.
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Anexo C: Trasplante de fresas a fundas de vivero con turba estéril y establecimiento

bajo una cubierta protectora
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Anexo F: Filtrado y evaporacion del extracto.

Anexo G: Ficha técnica de Fertilizante foliar organico con recomendacioén en fresa

S
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Anexo H: Subcultivo de Botrytis cinerea para los postulados de Koch y preparacion

de in6culo.

Tesis Btk -5 udrer
POSTULADS DE KOCH
©@nce nbmuda b Wok:
10* cwm-/.)
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Anexo K: Preparacion de medio de cultivo preventivo y curativo.

%200

Anexo L: Inoculaciéon de plantas con B. cinerea.

66
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Anexo N: Evaluacién de crecimiento micelial en laboratorio y procesamiento con
Image J.

- — %0
Tovroam. R

S 8] 2 21617
5018]

2] 1)

12.925] 13268
4151|4538

| ar2te| 51.224]

Anexo N: Evaluaciéon de variables en campo (diametro, peso, grados brix, incidencia y
severidad).
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Anexo O: Codificacion y distribucion de plantas posterior a sorteo para la asignaciéon

de tratamientos, repeticiones y sub repeticiones.

T2R4S3 T3R4S1 T1R4S3 T3R1S2
T2R1S2 T2R251 T5R3S1 T3R4S3
T4R1S51 T5R4S52 T4R1S3 T1R3S1
T2R4S1 T3R2S2 T5R2S2 T1R2S3
T1R1S2 T2R452 T4R3S1 T3R3S52
T1R1S3 T4R4S2 T3R1S3 T1R4S1
T4R2S3 T4R2S2 T5R1S3 T1R3S2
T3R4S2 T2R2S3 T1R2S1 T5R2S51
T3R251 T5R4S3 T5R1S1 T4R3S3
T3R2S3 T2R1S1 T2R3S2 T1R4S2
T3R3S51 T2R1S3 T5R4S1 T4R1S2
T5R1S2 T2R3S1 T4R2S1 T5R2S3
T4R3S2 T2R3S3 T1R1S1 T1R2S2
T1R1S3 T2R2S2 T3R3S3 T5R3S52
T5R3S3 T4R4S1 T3R1S1 T4RAS3
T2R1S3 T1R4S2 T3R3S2 T4R1S2
T5R1S51 T2R351 T3R3S1 T4R3S2
T4R4S3 T3R1S1 T4R2S1 T2R1S1
T5R3S1 T5R4S2 T1R2S3 T3R2S3
T3R4S3 T2R451 T1R3S1 T1R3S3
T2R1S2 T1R1S1 T4R2S3 T1R251
T3R1S52 T5R2S3 T4R1S3 T5R2S2
T2R2S3 T1R4S3 T5R1S3 T3R4S1
T3R2S2 T4R1S1 T4R3S3 T3R1S3
T2R3S3 T4R4S2 T4R4S1 T1R4S1
T2R2S51 T4R2S2 T1R1S2 T5R3S3
T2R3S2 T1R1S3 T3R4S2 T3R3S3
T5R4S3 T1R3S2 T1R2S2 T3R251
T4R3S51 T2R4S3 T5R1S2 T2R2S2
T5R2S51 T2R4S2 T5R4S1 T5R3S2

Nota: Se marcan en amarillo las plantas muestreadas para la toma de datos.

Juliana Fatima Bautista Moscoso - Lilian Cristina Suarez Lazo



UCUENCA

69
Anexo P: Cronograma de actividades
Cronograma
Mes
Actividad PAO 9 |PAO 10

112134 5|6|7
Recopilacion bibliografica y elaboracion del marco tecrico XXX |X| X [x]|X
Evaluacion de postulados ‘de Koch con cepa de Botrytis cinerea |x|X | X
previo a la implementacion del estudio
Trabajo en laboratorio y recopilacion de datos X | XX X
Trabajo en campo y recopilacion de datos XX |[x| X
Procesamiento de datos X X |X[X
Analisis e interpretacion de resultados X | X
Conclusiones y recomendaciones X | X
Preparacion de anexos y referencias bibliograficas X|X
Preparacion del documento impreso y revisiones pertinentes X
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