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Se evalud € efecto de la aplicacion de tres dosis (5, 10 y 15 mL/L) y dos frecuencias (cada 6 y 8 dias) de extractos
etandlicos obtenidos de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) y cola de caballo (Equisetum arvense L.) sobre la
incidencia 'y severidad de la pudricion gris (Botrytis cinerea) en el cultivo de fresa (Fragaria ananassa cv. Albion). El
experimento fue conducido en un disefio de blogques a azar con arreglo factorial de 2 x 3 x 2 + 1, con tres repeticiones.
Los menores porcentajes de incidencia en flores y frutos (10.24 y 24.43%, respectivamente) fueron observados con la
aplicacion del extracto de canela con unadosis de 15 mL/L y una frecuencia de aplicacion de 6 dias. De manera similar,
lamenor severidad en frutos (11.86%) fue observada con € mismo tratamiento. En general la reduccion de laincidencia
y severidad de B. cinerea con la aplicacion de extracto de cola de caballo fue inferior a los observados con € uso del
extracto de canela. De acuerdo con los resultados, € uso de extractos hidro-etandlicos de canela podria ser considerada
una alternativa sustentable para el mangjo de la pudricion gris en cultivos de fresa.
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The effect of application of three dosages (5, 10 and 15 mL/L) and two frequencies (each 6 and 8 days) of ethanoic
extracts obtained from cinnamon (Cinnamomum zeylanicum Blume) and common horsetail (Equisetum arvense L.) on
incidence and severity of grey mould (Botrytis cinerea) on strawberry crop (Fragaria ananassa cv. Albion) was evaluat-
ed. Experiment was carried out in a randomized block design with factorial arrangement 2 x 3 x 2 + 1, with three replica-
tions. Lower incidence and severity percentage in flower and fruit (10.24 and 24.43%, respectively) were observed after
application of cinnamon extract at 15 mL/L at 6 daysinterval. Similarly, lower fruit severity (11.86%) was observed with
the same treatment. In general, reduction in B. cinerea incidence and severity was lower when common horsetail extract
was used, compared to cinnamon extracts. According to our results, using of cinnamon hydro-ethanoic extracts could be
considered as sustainable alternative for grey mold management in strawberry crops.
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Introduccion

En Ecuador se producen alrededor de 30000 t de
fresa con cierta tendencia a incrementar su produc-
cion en los Ultimos afos por la ata demanda de
consumo, tanto en fruta fresca, como para procesa
miento industrial (EI Agro 2016). Sin embargo, €l
ataque por Botrytis cinerea puede provocar dismi-
nucion del rendimiento entre 35 a 70%, asi como
95% de pérdida de frutos en post-cosecha (Ma-
cKenzie et al. 2003, Chaves & Wang 2004). El
principal método de control de esta enfermedad esta4
en base de fungicidas quimicos, que representan un
costo anua de 540 millones de Euros (€) (Dean et
al. 2012). Una amplia variedad de fungicidas han
sido utilizados para € control de B. cinerea en la
etapa de cosecha y pos-cosecha, incluyendo los
benzimidazoles, fenilcarbamatos y dicarboxiamidas.
Empero B. cinerea ha sido reconocido como fitopa-
tdgeno con dto riesgo de desarrollo y resistencia
debido a varias caracteristicas tales como: ato ta-
mafio poblacional, facilidad de dispersién de las
conidias, variabilidad genética, reproduccion ase-
xual, ata capacidad de esporulacién, ciclo de la
enfermedad policiclico y amplio rango de hospede-
ros (Leroux et al. 2002). Vivienne et al. (2012) se-
falaron el desarrollo de resistencia de B. cinerea a
fungicidas como anilinopirimidinas, dicarboximi-
das, benzimidazoles, carboxamidas, esto hace que
disminuya la eficiencia del control, requiriéndose
mayor frecuencia de aplicacion (Elad & Stewart
2004, Leroux et al. 2002, Nobre et al. 2005), es
necesario la implementacion de estrategias de con-
trol con menor impacto ambiental y la salud huma-
na, tal como el uso de fungicidas botanicos.

La aplicacion de fungicidas boténicos podria contri-
buir a disminuir efectos negativos de las moléculas
sintéticas, incluyendo residualidad en cosechas,

resistencia y contaminaciéon ambiental, dado que
estos compuestos naturales pueden ser efectivos,
selectivos, biodegradables y menos toxicos (Y oon et
al. 2013). Como consecuencia de procesos evoluti-
vos y metabdlicos, las plantas son capaces de pro-
ducir diferentes sustancias, conocidas como metabo-
litos secundarios, |os que pueden contrarrestar agen-
tes antagonistas en las plantas y servir como defensa
al ataque de microorganismos, o la herbivoria (San
Martin 2012).

Estudios previos han demostrado € efecto de los
fungicidas botanicos para € control de B. cinerea 'y
otras especies de hongos fitopatdgenos (Vitoratos et
al. 2013, Hammami et al. 2011, Tripathi et al.
2008). En tal sentido, €l extracto etandlico (etanol a
70%) de Agave scabra fue més efectivo contra
Botrytis cinerea a ser comparado con la efectividad
sobre Mucor sp. y Penicillium sp., mostrando una
disminucion del halo hasta de 3.66 mm con un vo-
lumen deindculo de 10 UL (Gonzélez-Alvarez et al.
2015). Asi mismo, €l extracto de cola de caballo
(Equisetum sp.) y canela (Cinnamomum zeylani-
cum) han sido utilizados para € control de varias
especies de hongos fitopatdgenos con resultados
variables (Cruz et al. 2013, Silva-Espinoza et al.
2013, Radojevic¢ et al. 2012, Rogozhin et al. 2011).
Investigaciones previas sefiadlan que extractos de
cola de caballo contienen una saponina toxica para
los hongos llamada Equisetonina y &cido silicico
gue favorecen & engrosamiento de las paredes celu-
lares, o que impide la penetracion de los hongos
(Velastegui & Niera 2014, Latorre et al. 2001).
También, e aceite esencial de canela esta congtitui-
do fundamental mente por 65-75% de cinemaldehido
y de 5-10% de eugenol (Narvéez et al. 2006). El
grupo carbonilo presente en el cinemal dehido se une

alas proteinas celulares y evita la accion de las en-
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Zimas amino&acido-descarboxilasas, mientras que
eugenol inhibe la produccion de amilasa y protea-
sas, provocando € deterioro de la pared celular y
ruptura celular, en tanto € grupo hidroxilo se une a
las proteinas blogueando la accion enzimética (Go6-
mez-Sanchez & Lépez-Malo 2009).

Debido a la ata incidencia de pudricion gris en
frutos de fresa en Ecuador y considerando €l efecto
de estas especies de plantas como agentes fungici-
das, en e presente estudio se evaluo €l efecto de los
extractos hidro-etandlicos de cola de caballo y cane-

la sobre la severidad e incidencia de B. cinerea en
plantaciones de fresa bajo condiciones de campo.

Materialesy métodos

Se evaluo la efectividad de la dosis (5, 10 y 15
mL/L) y tiempo de aplicacién (6 y 8 dias) dd ex-
tracto hidro-etandlico de canela (Cinnamomum zey-
lanicum) y cola de caballo (Equisetum arvense L.)
sobre la incidencia y severidad de B. cinerea en
plantas de fresa (Fragaria annanassa Duch, cv.
Albion).

Figura 1 Esquema dela disposicion del ensayo en el campo, a). representa la ubicacién delos 13 tratamientos:
A corresponde al extracto de canela, O extracto de cola de caballo, D1=5mL/L, D2=10 mL/L, D3=15mL/L, F1=
cada 6 dias, F2= cada 8 dias, T = testigo. b). Detalle de una ar ea experimental

A).
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Fueron usadas plantas de ocho meses de edad, plan-
tadas en el campo con una pendiente del 13%, en un
sistema tresbolillo en camas de 40 cm de ato, con
distancias de siembra de 0.24 m por 0.25 m. Fueron
consideradas 39 unidades experimentales con una
densidad de siembra de 14 plantas/m?, contando asi
un total de 546 plantas de acuerdo figura 1. El ensa-
yo fue realizado entre los meses de abril y mayo del
2016 en la Facultad de Ciencias Agropecuarias,
Universidad Técnica de Ambato (78°36°21” W,
01°21°02”S, altura 2886 msnm, temperatura media
de 12.7 °Cy 76,1% H.R. (INAMHI 2016). El culti-
vo fue regado cada cinco dias 'y fertilizado con ferti-
rriego, dos veces por semana con: nitrato de Amo-
nio 60.8 g, nitrato de potasio 60.8 g, fosfato mo-
nopotésico 30.4 g, sulfato de magnesio 6.8 g y nitra-
to decalcio 60.8 g.

Los extractos vegetales fueron obtenidos siguiendo
el método de Obodoni & Ochuko (2001), que con-
siste en la maceracion de 1000 g de materia seca de
cada especie en estudio junto con 5000 mL de eta
nol a 20% durante 72 h. Posteriormente la mezcla
fue filtrada y sometida a evaporaciéon a 90 °C me-
diante coccion para eliminar € acohol y se evapord
hasta |la mitad de su volumen. Las diluciones fueron
preparadas a partir de esta solucién aforando 5 mL,
10 mL y 15 mL/L de agua respectivamente. El testi-

1.20m

go consistio en una parcela en la gque no se aplico
ningun extracto.

Diez dias antes del inicio del ensayo, las plantas de
los diferentes tratamientos fueron inoculadas con B.
cinerea (8 a 12 conidias/mL) proveniente de frutos
infectados en el campo, los que fueron examinados
bgjo aumento de un microscopio Optico para con-
firmar la presenciade B. cinerea.

Aplicacién de extractos. Los extractos fueron apli-
cados usando una bomba de mochila en dosis y
frecuencias establecidas para cada tratamiento. La
primera aplicacién se efectué e primer dia de
inicio del ensayo, efectuando siete aplicaciones en
los tratamientos de la frecuencia de cada 6 dias (0,
6, 12, 18, 24, 30y 36 dias) y seis aplicaciones en los
tratamientos de la frecuencia de cada 8 dias (0, 8,
16, 24, 32 'y 40 dias). Para tal efecto se rocio la so-
lucion de los extractos en un volumen de 25 mL por
plantay por aplicacion en todo e follgje de las plan-
tas que conformaron la parcela. Los extractos fueron
aplicados a partir de las 17 h, para evitar € efecto
directo de laradiacion solar.

Incidencia y severidad al inicio del ensayo. Parala
determinacion de la incidencia se seleccionaron 3
plantas en las cuaes se evaluo la el porcentge de
incidencia y severidad del hongo en dos inflores-

cencias por planta.
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El porcentgje de laincidencia fue calculado median-
telasiguiente férmula:
De manera similar, la severidad fue determinada
mediante estimacion del &rea afectada con pudricion
gris mediante apreciacion visual (Hill et al. 2010) y
€l porcentaje fue calculado mediante laformula:
S5=X5:/n
Donde S = % severidad paralaiésimaflor o fruto y
n= el numero total de flores o frutos evaluados.
Anadlisis estadistico. Se utilizd € disefio experimen-
tal de bloques completamente a azar con los trata-
mientos dispuestos en un arreglo factorial de 2 x 3 x
2 + 1 (dos extractos, tres dosis y dos frecuencias
més un testigo) con tres repeticiones.

Los datos fueron sometidos a andlisis de varianza y
las variables que mostraron diferencias significati-
vas fueron sometidas a prueba de medias segun
Tukey (p<0.05) usando el paquete estadisticos In-
fostat 2008.

Resultados

No se observo efecto de la interaccion entre e tipo
de extracto, dosis y frecuencia de aplicacion, sin
embargo s se detectd efecto individual del tipo de
extracto y la dosis sobre la incidencia de pudricion
gris en flores de fresa (p<0.05, F= 10.08, gl= 2)

(Fig. 2).

Figura 2 Porcentaje deincidencia de B. cinerea en flores de fresa a los 20 dias después de primera aplicacién de
extracto de canela o cola de caballo a diferentes dosisy frecuencia
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Figura 3 Porcentaje deincidencia de B. cinerea en frutos de fresa a los 40 dias después dela primera aplicacion de
extracto de canela o cola de caballo a diferentes dosisy frecuencia
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Figura 4 Por centaje de severidad de B. cinerea en frutos de fresa a los 40 dias después dela primera aplicacién de
extracto de canela o cola de caballo a diferentes dosisy frecuencia
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La observacion a los 20 dias después de la primera
aplicacion mostré que € menor porcentaje de inci-
dencia de B. cinerea en flores fue observado cuando
se aplicd extracto de canelaa 15 mL/L con una fre-
cuencia de cada 6 dias, por el contrario la mayor
incidencia del hongo fue observada con € extracto
de cola de caballo a5 mL/L aplicado cada seis dias.
El resto de los tratamientos no presentd diferencias
significativas entre el os.

De manera similar (Fig. 3) € menor porcentgje de
incidencia en frutos fue obtenido con la aplicacion
del extracto de canela a dosis de 15mL/L con una
frecuencia de 6 dias, reportando una incidencia del
24.43%, mientras que la mayor incidencia se obtuvo
al aplicar e extracto de cola de caballo a una dosis
de 5 mL/L con frecuencias de 6 y 8 dias. Con
respecto a testigo, este presentd una mayor
incidencia del 55.90%, resultando & mejor extracto
de canela para €l control de B. cinerea.

En cuanto a la severidad en frutos, (Fig. 4) la apli-
cacion del  extracto de canela en la dosis de 15
mL/L provoco lareduccion de la severidad de frutos
de fresa obteniendo un valor de 11.86%, cuarenta
dias después de la aplicacion del extracto con una

6d|as| 8 dias

6d|as|8d|as 6d|as|8d|as
10 ml/L 15 ml/L
Colade caballo

6 dlasl 8 dias
5 mi/L

frecuencia de 6 dias, siendo 57.6% mas eficiente en
el manegjo de la severidad cuando se comparé con €l
tratamiento control. Similarmente, la aplicacion del
mismo extracto con frecuencia de 8 dias produjo
una reduccion significativa de la severidad. Contra-
riamente, la aplicacion ddl extracto de cola de caba-
[loadosisde 5 mL/L y 15 mL/L aunafrecuenciade
8 dias provoco severidad de 19.44% en ambos ca
SOS.

Discusion

La reduccion del porcentgje de incidencia de B.
cinerea en flores de fresa a los 20 dias después de
primera aplicacion usando el extracto de canela
podria ser debida a la accion de los metabolitos
secundarios de la canela sobre el hongo. Trabagjos
previos han demostrado €l efecto del extracto de
canela en d contral de hongos de importancia eco-
nomica. Asi, Silva-Espinoza et al. (2013) observa-
ron que el aceite de hoja de canela a dosis de 0.005
g/mL provocd la inhibicion de la pudricion gris 'y
adicionalmente provoco el incremento del contenido
de fenoles y flavonoides totales, elevando |a capaci-
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dad antioxidante de los frutos. De manera similar,
Lorenzetti et al. (2011) observaron que € aceite
esencial de citronela (Cymbopogon citratus) provo-
caron la mayor reduccion del crecimiento micelial y
produccion y germinacion de las conidias de Botry-
tis cinerea. Por otra parte, Ochoa-Fuentes et al.
(2012), observaron que los extractos etandlicos de
chirimoya (Annona cherimola) fueron efectivos
para el control de varias especies de Fusarium, sin
embargo el extracto de canela fue mas eficiente en
la reduccion del crecimiento micelia y la esporula-
cion tanto de Fusarium oxysporum, F. culmorum y
F. solani aplicado a dosis entre 330 y 538 ppm,
mientras que la dosis requerida para el control de F.
oxysporumy F. solani fue de 2060 a 2571 ppm.

La mayor eficiencia en la disminucion de la inci-
dencia de B. cinerea tanto en flores como frutos de
fresa, asi como la severidad en frutos por accién del
extracto de canela podria deberse a que este presen-
ta en su composicion eugenol y cinemaldehido, los
cuales han demostrado tener actividad fungicida en
las plantas (Silva-Espinoza et al. 2013) De acuerdo
con Borboa-Flores et al. 2010, Lopez-Benitez et al.
(2005), e cinemaldehido extraido de la corteza en
plantas de canela es ampliamente utilizado en la
agricultura entre otros por sus efectos contra hongos
de los géneros Pythium, Rhizoctonia, Sclerotinia,
Venturia y Verticillum, tanto en sustratos como
cuando es aplicado en aspersiones foliares. Se ha
demostrado que un grupo carbonilo presente en este
compuesto se une a las proteinas celulares de los
hongos, evitando asi la accion de las enzimas ami-
noécido-descarboxilasas, mientras que el eugenol
actia mediante la inhibicién de la produccion de
amilasas y proteasas, |0 que provoca el deterioro de
la pared celular y elevada ruptura celular, € grupo
hidroxilo del eugenal se enlaza a las proteinas blo-

35

queando la accion enzimética (Gomez-Sanchez &
Lopez-Malo et al. 2009).

La mayor reduccién de la severidad e incidencia de
B. cinerea con la aplicacién del extracto de canelaa
la dosis de 15 mL/L podria ser explicada por €l he-
cho de que existia una mayor concentracion de me-
tabolitos secundarios que resultan toxicos sobre esta
especie de hongo. Estudios de hoja de canela han
sefialado que entre 78 y 87% p/p de los vol&tiles
totales en extractos de canela esta representado por
el eugenol (Ayala-Zavala et al. 2008, Singh et al.
2007). Tomando esto en consideracion, se infiere
gue este compuesto es el responsable de la mayor
mayor actividad antifingica, € cua ha tenido un
efecto inhibitorio sobre Alternaria alternata con una
dosis de 0.025 mg/mL (Ayala-Zavala et al. 2008).

El mayor efecto sobre la reduccion de la incidencia
y severidad de la pudricién gris alcanzada con la
frecuencia de aplicacién de 6 dias podria ser expli-
cado por la naturaleza quimica de los compuestos
presentes en € extracto, que en su mayoria son vo-
I&tiles, los cuales se disipan al medio afectando la
capacidad de inhibicion fungica (Guynot et al.
2003). Esta volatilidad explicaria la necesidad de
acortar la frecuencia de aplicacién para obtener
mejores resultados de inhibicion de B. cinerea.

Con base a los resultados obtenidos, € extracto de
canela redujo la incidencia y severidad de la pudri-
cion gris, por 1o que podria ser considerado como
una opcién promisoria para ser incluido como estra-
tegia sustentable para e mango de esta especie de
hongo en cultivos de fresa. Sin embargo, se sugiere
redizar nuevas investigaciones en donde se evallen
otras dosis y los tiempos de aplicacion para lograr
obtener una mayor efectividad en el control de B.
cinerea.
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