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RESUMEN

Se exponen de manera sintética algunos de los aspectos mas interesantes relacionados
con la roya comun del frijol y su agente causal, con especial énfasis en aquellos que
tratan sobre la variabilidad genética en poblaciones de U. phaseoli, las metodologias
utilizadas para la evaluacion de resistencia a la roya comuan y el empleo de extractos
vegetales como medida alternativa de control. Ademas, resultados obtenidos por los
autores en la tematica durante mas de cinco afos de experimentacion en diferentes
agroecosistemas agricolas y cultivares de frijol son igualmente debatidos, haciendo
énfasis en la novedad que tendran los mismos para el lector ya que ha sido este Gltimo
aspecto muy poco tratado por la ciencia en relacion con tan importante enfermedad
fangica del frijol. Finalmente se brindan recomendaciones practicas para el manejo del
agente causal, tales como el manejo varietal y empleo de extractos acuosos de plantas

con actividad antifungica.



INDICE

2.1
2.1.2
2121
2.1.3

2131

2.1.3.2
2.14
2.1.5

2.1.6

2.1.7
2171
2.1.7.2
2.1.7.3
2174
21.74.1

2.1.7.4.2

21743

2.2

2.2.1

2.2.2

Contenido

INTRODUCCION ... e e e e,

Generalidades del cultivo del frijol comun..............ccoovviiv i,

Laroyadel frijol...... ..o

Distribucion geografica e importancia econdmica...............cceunnee.

AQENE CAUSAl ...

Principales caracteristicas taxondmicas y morfofisioldgicas de
U. phaseoli var. typiCa ........c.ouvieiieiie e i e e e

Variabilidad genética en poblaciones de U. phaseoli ....................
SINtOMALOIOgIa. .. ..
EpPIfitiologia. .. ..o,

Metodologias utilizadas para la evaluacion de resistencia a la Roya
(0702 11 T PP

Medidas de control....... ...
Medidas CURUIAlES. .. ... e e
I Tod = 0 1= o
Lucha quimICa.......ceee e

Extractos vegetales

Generalidades sobre el tulipan africano (Spathodea campanulata) ......

Generalidades sobre la majagua (Hibiscus elatus) .........................
Generalidades sobre el marpacifico (Hibiscus rosa-sinensis) ............
PROCEDIMIENTOS ... e e e e e e

Evaluacion de la resistencia de variedades comerciales de frijol a

Uromyces phaseoli var. typica utilizando dos metodologias...........

Influencia del tratamiento quimico sobre la incidencia de la roya en

variedades de frijol ...

Péag.

11

11

12
14
15

16

17
17
17
19
19
21

23
24

25

28



2.2.3

2.2.4

2.2.5

2.3

23.1

2.3.2

2.3.3

2.34

2.3.5

Influencia de la temperatura y humedad relativa sobre la incidencia y la
nocividad de la roya en las variedades estudiadas. ..................

Tamizaje fitoqUIMICO.......ovve i e,

Influencia de los tratamientos sobre las variables cuantitativas de la
enfermedad en condiciones de campo.

Evaluacion de la resistencia de variedades comerciales de frijol a
Uromyces phaseoli var. typica utilizando las dos metodologias.......

Influencia del tratamiento quimico sobre la incidencia de la roya en
variedades de frijol ...

Influencia de la temperatura y humedad relativa sobre la incidencia y la
nocividad de la roya en las variedades estudiadas. ..................

Tamizaje fitoqUIMICO.......ovve i e,

Influencia de los tratamientos sobre las variables cuantitativas de la
enfermedad en condiciones de campo.

CONCLUSIONES ... ...t e e
RECOMENDACIONES. ...t e e,
BIBLIOGRAFIA . ..o e e,

ANEXQOS

28

28

29

32

32

41

48

49

52

57
58
59
68



1. INTRODUCCION

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa de grano de mayor consumo
en el mundo, y la méas importante para cerca de 300 millones de personas, que en su
mayoria, viven en paises en desarrollo, debido a que este cultivo, conocido también
como "la carne de los pobres™, es un alimento poco costoso para consumidores de bajos
recursos. Esta leguminosa se considera la segunda fuente de proteinas en Africa oriental
y del sur y la cuarta en América tropical (Velasquez y Giraldo, 2005; Paredes et al.,
2006; Ledn et al., 2008). Su mayor area de produccion se concentra en América Latina,
donde se localiza cerca del 45 % de la produccién mundial y representa ademas, la
region de mayor consumo del grano (Morales, 2000).

Los diferentes estudios realizados demuestran la enorme importancia de la leguminosa
en razon de su alto valor nutricional y las cualidades saludables de quienes la consumen.
Se trata de un producto con amplia relevancia social en estratos de bajos ingresos y de
trascendencia economica para quienes lo cultivan (Reyes et al., 2008).

Manso y Fontes (2010) informan que en Cuba se desarrolla con celeridad un programa
para incrementar la siembra de frijoles, en busca de reducir las importaciones del grano
que anualmente rondan las 60 mil toneladas. El proyecto transita en este momento por
la seleccién de los productores de cooperativas o usufructuarios de tierra. Al precio
actual de 868 dolares la tonelada en el mercado internacional, Cuba se ahorraria mas de
52 millones de ddlares.

En Cuba durante el afio 2010 se sembraron 112, 702 ha del cultivo, alcanzandose una
produccion de 80, 400 t y un rendimiento promedio de 0,71 t.ha™* (ONE, 2011).

La produccién nacional alcanza solo el 3 % de las necesidades del consumo, segun
estadisticas de venta al estado, por lo que es necesario importar alrededor de 110 000 t
por afio (Faure, 2010). Esto est& dado por la presencia de diferentes factores que limitan
su produccién, dentro de los cuales tienen gran importancia los factores bidticos.

La roya comun (Uromyces phaseoli (Pers) Wint. var. typica) es considerada como la
principal enfermedad fungica foliar del frijol en nuestro pais, estando distribuida su
incidencia en todo el territorio nacional (Socorro y Martin, 1989). Este hongo puede
ocasionar pérdidas en el rendimiento que van desde 18 % hasta 100 % (\VVargas, 1980).
La magnitud de las pérdidas que ocasiona puede explicarse por la gran cantidad de
esporas que produce rapida y permanentemente. Por otra parte, la continua aparicion de
nuevas razas de este hongo hace que el nimero de variedades de frijol susceptibles sea
cada vez mayor (CIAT, 1980).



La temperatura 6ptima para el desarrollo de la enfermedad se ha fijado en 17 °C, por lo
gue su aparicion en nuestro medio se produce en los meses de noviembre a febrero,
siendo los meses de diciembre y enero los meses “pico” de incidencia. Por esta razon las
siembras tempranas evaden la enfermedad, pero las siembras de noviembre, diciembre y
enero son severamente afectadas.

Para el control del agente causal de la roya del frijol se han empleado métodos que
incluyen el control quimico, resistencia varietal y labores culturales, hasta las tendencias
méas modernas que evidencian la practica del control biolégico, como una medida
altamente promisoria que contribuye a la preservacion del ambiente (Martinez et al.,
2007).

La préctica agricola ha demostrado que el productor debe contar con méas de una
variedad en cada cultivo, lo cual condiciona la necesidad de tener una estructura
varietal por especie capaz de dar respuesta a las exigencias ecoldgicas y econdmicas, 0
sea, a la busqueda de una agricultura responsable de preservar y restablecer los
ecosistemas (Mufiiz, 1995; Yero, 1998).

El uso inadecuado de productos fungicidas y sus consecuencias negativas en el
ambiente hacen necesario la busqueda de alternativas que ayuden al manejo y control de
enfermedades de los cultivos. Por otra parte, el auge que esta tomando la agricultura
ecoldgica implica que debe existir la tecnologia para que a nivel de finca se elaboren
productos fungicidas estabilizados o bien que en el mercado exista oferta de productos a
base de principios organicos.

El empleo de extractos vegetales para el control de plagas y enfermedades en el marco
de una agricultura sostenible constituye una alternativa promisoria, por su elevada
efectividad, bajo costo y ser menos contaminantes al ambiente. Estos bioproductos se
caracterizan por la presencia de determinados compuestos de origen natural, los cuales
forman parte de las estrategias defensivas de las plantas y por lo tanto es necesario
evaluar la presencia de metabolitos secundarios especificos, que le confieran a la planta

en estudio, actividad fungicida (Martinez et al., 2005).

Por esta razon, los objetivos de este trabajo estan encaminados a evaluar la respuesta

varietal del frijol ante la roya al emplear dos metodologias diferentes de evaluacion,
determinar la influencia de los factores abidticos (temperatura y humedad relativa)
sobre la incidencia y nocividad de la enfermedad, asi como evaluar diferentes extractos

de plantas en el control fitosanitario de la roya.



2. DESARROLLO

2.1 Generalidades del cultivo del frijol comun

Dentro del grupo de las especies leguminosas, el frijol comun es una de las mas
importantes. Es originario de Ameérica, y México ha sido sefialado como el maés
probable centro de origen, o al menos, como el centro de diversificacion primaria
(Vargas et al., 2000).

En la actualidad el frijol, a nivel internacional, resulta ser un producto de menor
significacién en cuanto a volumen, su importancia trasciende como fuente de alimento y
sustituto de otros nutrimentos en la sociedad, sobre todo en paises donde el ingreso per
capita limita la adquisicion de bienes de alto valor proteico pero de mayor valor
econdémico. Segun la FAO (2008), la produccién de frijol en el mundo se concentrd en
129 paises de los cinco continentes. Entre 1961-2007 se produjo como promedio poco
menos de 15 millones de toneladas al afio, lo que constituye una tasa media de
crecimiento anual de 1,16 % durante dicho lapso.

Reyes et al. (2008) informan que el frijol representa desde épocas precolombinas para la
cultura mesoamericana una de las principales fuentes alimenticias. Los distintos
hallazgos arqueoldgicos, como los relatos, evidencian una fuerte asociacion de la
leguminosa con la tradicion indigena, la época colonial y actual, que ha trascendido en
el tiempo maés alla de México y Latinoamérica.

Entre los paises productores de la leguminosa destacan por orden de importancia, India
con 18,49 %, Brasil con 16,55 %, China con 11,47 %, Estados Unidos con 6.84 % y
Meéxico en quinto lugar con un 6,80 %. Estas naciones, junto con Myanmar,
contribuyeron con el 63,86 % del total producido. Sin embargo, la variacién que se
presenta en los niveles de produccion entre un afio y otro se corresponden con la
presencia de lluvias, ya que una proporcion significativa se obtiene bajo condiciones de
temporal (ITESM, 2004). Asimismo se cree que el mayor consumo de frijol en el
mundo se manifiesta en regiones con estandares de vida bajos, principalmente en
naciones en vias de desarrollo, dado los niveles de aceptacién y uso que de este
producto se hace en América Latina, Asia y Africa.

En el mundo se siembran cerca de 25 millones de hectareas con un rendimiento
promedio de 0,7 t.ha™ y sus principales paises productores son la India, Brasil, China,
Estados Unidos y México, quienes contribuyen con 57,8 % de la produccién mundial
(Cabral, 2006). En Latinoamérica y el Caribe la produccion en el afio 2008 fue de 5,5
millones de toneladas, seguida por Africa oriental y meridional con 2,5 millones de
toneladas (FAO, 2008).



En Cuba, el consumo de frijol goza de una larga tradicion y gran demanda. Constituye
uno de los granos fundamentales en la alimentacion del pueblo, siendo un alimento de
preferencia en la dieta diaria, al menos en una de las comidas. Su aceptable contenido
de proteinas lo sitian como un cultivo estratégico del pais, ya que permite paliar el
déficit de otras proteinas en la dieta alimentaria. Los rendimientos a nivel nacional se
muestran inestables, reportandose en el 2009 rendimientos de 0,71 t.ha™ (ONE, 2011).
Se realizaron estudios para calcular los beneficcios econémicos, sociales y ambientales
generados por inversiones que se han hecho en este cultivo para paises productores de
frijol tan importantes como la Republica Democratica del Congo, Malawi, Rowanda,
Tanzania y Uguanda. Entre 1980 y 2004 se invirtieron mas de $ 16 millones en la
investigacion del frijol para Africa al sur del Sahara. Los estudios analizaron el impacto
de nuevas tecnologias del frijol en los hogares, extrapolaron los resultados que
proporcionaron mediciones de impacto y calcularon la tasa de retorno a las inversiones
en esta leguminosa.

Los estudios indicaron que, entre 1986 y 2015, el beneficio neto de la inversion de $ 16
millones en Africa oriental y central alcanzara $ 199 millones, o sea, mas de $ 12 por
cada dolar invertido. Por consiguiente, el retorno promedio a la inversion total sera de
41 %, pero con una variacion sustancial a través de los paises de la siguiente manera:
40 % para la Republica Democratica del Congo, 37 % para Malawi, 34 % para Rwanda,
25 % para Tanzania y 71 % para Uganda. Los mas grandes beneficios de Indice de
Desarrollo Humano (IDH) se estan logrando en los paises con alta produccién anual de

frijol, aumento en el area sembrada e incrementos en el rendimiento (CIAT, 2008).

2.1.2 La roya del frijol
2.1.2.1 Distribucidn geografica e importancia econémica

La enfermedad roya del frijol fue informada por primera vez en Alemania en el afio
1795. Desde entonces se ha sefialado su aparicion en diferentes partes del mundo
(Araya, 2003).

La roya, causada por el hongo Uromyces phaseoli (Pers) Wint. var. typica Arthur, es
considerada la principal enfermedad fdngica del frijol en nuestro pais, estando
distribuida su incidencia en todo el territorio nacional (Socorro y Martin, 1989).

En México se le conoce como una de las enfermedades problematicas del cultivo del
frijol y ha sido encontrada en todos los Estados de la Republica causando dafios en
menor 0 mayor grado. Se le reporta de especial importancia en Coahuila, Zacatecas,

Puebla, Centro de Chiapas, Guanajuato, San Luis Potosi, Veracruz, Jalisco, Tamaulipas,



Michoacan, Durango, Tlaxcala, Oaxaca, Aguascalientes, México, Chihuahua, Sinaloa y
Nayarit. En el estado de Guanajuato se han estimado reducciones en el rendimiento del
40-80 %. En 1988 el dafio causado por esta enfermedad fue hasta del 100 % en
variedades criollas de la region (Vargas et al., 2000).

Esta enfermedad es una preocupacion principal para los productores de frijol comun.
Este hongo esta presente en todas partes de los Estados Unidos continentales, segun los
resultados de investigaciones por cientificos del Servicio de Investigacion Agricola
(ARS) y sus colaboradores.

El ataque de la roya del frijol es méas severo en areas tropicales y subtropicales, tales
como México, Brasil, Costa Rica, Colombia y el Este de Africa. En muchos paises la
enfermedad puede ser epifitica por ejemplo en Cuba (Quintero et al., 2001).

Las regiones frijoleras mas importantes en Cuba se encuentran en Holguin, con una
extension de cerca de 3 000 hectareas. En esta zona la produccién se basa
fundamentalmente en areas de campesinos individuales o de pequefias cooperativas, en
Pinar del Rio (4 000 ha), Matanzas (4 000 ha) y Ciego de Avila (538 ha) la produccion
se sustenta en grandes areas en sucesion con arroz y otros cultivos, en monocultivo en
ambiente favorable con riego y un alto grado de mecanizacién y utilizacién de insumos
(Figura 1).

En todo el resto del territorio nacional se encuentran, en diferente magnitud, tierras
dedicadas al cultivo del frijol; tradicionalmente el Ministerio de la Agricultura de Cuba,
ha tenido las mayores areas en monocultivo; sin embargo, el Ministerio del Azucar, el
Ministerio de las Fuerzas Armadas y el Ministerio del Interior, se han convertido en
productores del grano, el cual dedican a su autoconsumo. También los pasos dados en el
pais en la descentralizacion de la Agricultura, han contribuido a diversificar la

produccion, ocupando el frijol hoy dia un mejor lugar (Chailloux et al., 1996).

Reagidén
ODccidental

Regién Reagidén
Oriental

Figura 1. Distribucién de las areas de frijol. Cuba

1. Pinardel Rio B. Ciego de Avila
2. C. Habana 9. Camaguey

3. La Hahana, klade la Juvemud 10, Las Tunas

4. Matanzas 11. Holguin

5. Willa Clara 12, Granma

6. Cienfuegos 13, Santiago de Cuba
7. Sancti Spiritus 14, Guantinamo



Entre las causas de los bajos rendimientos en Brasil figuran las enfermedades y entre
ellas, la roya es una de las mas importantes. En este pais, primer productor de frijol en el
mundo, la roya es muy comun en los Estados de Minas Gerais, Rio Grande do Sul y
Santa Catarina (CIAT, 1980). Las perdidas en el rendimiento del cultivo estan muy
relacionadas con las caracteristicas de la poblacion prevaleciente del hongo patogeno, la
variedad de frijol, las condiciones ambientales de la zona y el sistema del cultivo
practicado (Beebe y Pastor-Corrales, 1991).

En México esta enfermedad es considerada como una de las méas problematicas del
cultivo y ha sido encontrada en todos los Estados de la Republica, siendo Guanajuato
uno de los estados donde se reporta de especial importancia. En este estado se han
estimado reducciones en el rendimiento del 40-80 % y del 40-50 % en reduccion de
peso seco de la planta (Lopez et al., 2000).

Las pérdidas en rendimiento son mayores cuando las plantas son infectadas durante los
periodos de floracion o prefloracion (entre 30 y 45 dias después de la siembra) (Becerra
et al., 1995). El hongo tiene ademas una gran variedad de razas fisioldgicas, lo cual
dificulta ain maés su control (CIAT, 1980).

Este hongo puede ocasionar pérdidas en el rendimiento que van desde el 18 % hasta el
100 %. Segln Ruiz (2004) las pérdidas producidas por la roya en el cultivo en algunos
paises como Brasil son de 38-50 %, Pert 25 % y en Estados Unidos de 40-80 %. La
magnitud de las pérdidas que ocasiona puede explicarse por la gran cantidad de esporas
que produce rapida y permanentemente. Por otra parte, la continua aparicion de nuevas
razas de este hongo hace que el nimero de variedades de frijol susceptibles sea cada vez
mayor (CIAT, 1980).

2.1.3 Agente causal
2.1.3.1 Principales caracteristicas taxondémicas y morfofisiolégicas de

Uromyces phaseoli var. typica
Clasificacion:

Reino: Fungi

Division: Basidiomycota
Clase: Basidiomycetes

Orden: Uredinales

Familia: Pucciniaceae

Género y especie: Uromyces phaseoli var. typica Arthur



El organismo causal (Uromyces phaseoli (Pers.) Wint.var typica Arth) es uno de los
agentes patdgenos obligados de las plantas de cultivo.

En condiciones naturales, la formacién de todas las fases del hongo son raras, las
uredosporas y teleutoésporas son la unicas formas encontradas en Cuba (Mayea et al.,
1994).

Uromyces phaseoli es un hongo que puede completar todo su ciclo de vida en la planta
de frijol (roya autoica). Las ureddsporas son equinuladas de color pardo claro, de una
sola celula y con paredes finas. Son globoides a elipsoides y de alrededor de 8 a 24 pum
de largo por 20 a 37 um de ancho. Generalmente se pueden observar poros ecuatoriales
0 sUper ecuatoriales, los que, en la mayoria de los casos son indistinguibles (Rios,
2003).

El otro tipo de esporas que se puede encontrar sobre las pustulas, generalmente hacia el
final de cultivo de frijol, son las teleutdsporas, las cuales presentan también un pedicelo
corto hialino, son oscuras, unicelulares, con pared gruesa lisa y de forma globoide,
completamente elipsoidal, puede tener una papila hialina sobre el poro y medir 24 x 30
micras (Gonzalez y Garcia, 1996).

Las esporas sobreviven sobre los restos de la cosecha y pueden ser diseminadas por los
implementos de labranza, insectos y animales; aunque el viento es el principal agente
diseminador.

La enfermedad es mas prevalente en cultivos asociados que en monocultivos, muy
probablemente porque se aumenta la humedad del medio en el primer caso. Se ha
encontrado que existe un mayor nimero de esporas liberadas durante los dias calientes y

secos, sobre todo cuando estan precedidos por rocio la noche anterior (An6nimo, 2004).

2.1.3.2 Variabilidad genética en poblaciones de U. phaseoli

La amplia variabilidad patogénica de este hongo esta bien documentada (Araya, 1996).
Por ejemplo, hay méas de 140 razas de roya en Honduras (sin publicar). La presencia de
razas fisioldgicas fue reportada por primera vez en 1935 (Harter et al., 1935) y hoy dia
se estima que existen mas de 300 razas (Stavely et al., 1994), distribuidas
principalmente en América Central, Estados Unidos (Stavely, 1999; Stavely et al.,
1989), México (Araya et al., 1996) y Brasil (Carrijo et al., 1980), citados por Araya
(2003). Todos estos informes estan basados en la reaccion fenotipica del grupo de
cultivares diferenciales.

Por otro lado, varias razas fisiologicas de la roya han causado dafios severos en

Latinoamérica (Stavely y Pastor-Corrales, 1994). Durante la década de 1980 el cultivar



PC-50 fue resistente a las razas de roya predominantes en Republica Dominicana, pero
ahora es susceptible a las razas identificadas durante la década de 1990, (Saladin et al.,
2000).

Uromyces phaseoli, causante de la roya del frijol, es uno de los agentes patdgenos mas
variables y la enfermedad una de las mas estudiadas en el mundo, sobre todo en paises
de clima templado, ya que en el neotrépico la enfermedad no ha alcanzado niveles
epifiticos, con excepcién de Cuba (Araya, 2003). Este fitopatdgeno posee mecanismos
de variabilidad genética muy eficientes que aceleran el proceso de adaptacion a las
diferentes condiciones ecoldgicas en las que se desarrolla el cultivo. Por esta razon, se
ha postulado la coevolucién del sistema hospedante-patdgeno (Voysest, 2000).

El grado de variabilidad y frecuencia de genes de resistencia y virulencia en poblaciones
naturales es amplio, tanto dentro de la poblacidbn como entre poblaciones. En
condiciones naturales, la presion de seleccion reciproca entre el hospedante y el
patégeno, asi como la accién del medio ambiente, son mecanismos considerados
responsables de la frecuencia y variabilidad encontrada en los genes de resistencia y
virulencia del patosistema (Beebe et al., 2007).

La erosion o pérdida de la resistencia a U. phaseoli en cultivares comerciales, causado
por el surgimiento de patotipos originalmente ausentes o en muy bajas poblaciones, no
es un fendmeno nuevo o inesperado; existen antecedentes que demuestran la alta
frecuencia con que se puede presentar, muchas veces inducida por el hombre (Harlam,
1972; Young y Kelly, 1997). El fracaso en los programas de mejoramiento por
resistencia a este hongo patégeno no estd en retirar del mercado una variedad que se
tornd susceptible, sino en la ausencia de un reemplazo en el momento oportuno.

Muchos genes de resistencia, de amplio espectro y de herencia dominante estan
presentes en el germoplasma de frijol. En 1996 se definieron 10 de esos genes,
identificados desde Ur-1 hasta Ur-10 (Kelly et al., 1996), luego un nuevo gen (Ur-11)
fue identificado en las lineas PI 181996 y P1 190078 (Stavely, 1998). Entre esos genes
los mas utilizados son Ur-3, -4, -5, -6, y —11, los cuales confieren resistencia a 44, 30,
70, 22 y 89 de las 90 razas identificadas en Estados Unidos (Stavely, 2000). Algunas
fuentes de resistencia, tanto andinas como mesoamericanas, utilizadas en programas de
mejoramiento son: Aurora, México 235, México 239, US 3, Olathe, GN 1140,
Pompadour, Checa, Cape y Resisto (Kelly et al., 1996).

Nuevas variedades comerciales con resistencia multiple a este hongo patégeno pueden
ser obtenidas por introgresion de genes mayores, efectivos contra maltiples razas en un
proceso de piramidacién de genes. Otras estrategias de incorporacion de genes de

resistencia como mezclas de variedades o multilineas, pueden ser utilizadas para



ampliar la base genética del hospedante y protegerlo contra un mayor ndmero de
patotipos; no obstante, la estabilidad de los materiales en el campo estd en relacion
directa con la plasticidad genética de las poblaciones del hongo patdégeno (Araya y
Araya., 2000).

2.1.4 Sintomatologia

Este agente patdgeno puede atacar cualquier parte aérea de la planta (hojas, tallo,
vainas), siendo mas prevalente el dafio sobre las hojas, tanto en el haz como en el
envés. En las hojas forma, al principio, pequefios puntitos blanco-amarillentos
levantados, los cuales posteriormente crecen, rompen la epidermis, formando pustulas
de 1-2 mm de diametro, mostrando una gran cantidad de polvillo rojizo (esporas). En
algunos casos se manifiesta un halo de color amarillento alrededor de la pustula
(Lardizabal et al., 2008).

En las regiones donde el patdgeno completa todo su ciclo de vida, se puede observar,
como primera sefial de la enfermedad, un pequefio abultamiento de color blanco en la
parte superior de las hojas jovenes; con el transcurso del tiempo cambia la coloracion y
se atribuye a la presencia de grupos de espermogonio, los cuales aparecen después que
la germinacion de las teleutdsporas dan lugar a las basidiosporas, las cuales germinan y
penetran la epidermis del hospedante, provocando la infeccion.

En las hojas se observan puntos amarillentos que, después de cuatro dias de su
aparicion, presentan en el centro un punto de color oscuro, que se abre y libera un polvo
rojizo o color ladrillo, semejante al herrumbre. Estos puntos se distribuyen por toda la
hoja, en algunos casos presentan borde amarillo. Cuando la planta se acerca a la
madurez, los puntos rojizos se vuelven negros. Ataques muy severos pueden causar

amarillamiento y caida de hojas (Ferrufino y Araya, 2008) (Figura 2).

Figura 2. Sintomas de la roya del frijol (Uromyces phaseoli var. typica Arthur)



Después de 8 a 10 dias de la infeccion la epidermis se rompe y quedan al descubierto las
uredosporas, las cuales son esparcidas por el viento, el hombre, animales o implementos
de labranza. En regiones con invierno benigno el hongo sobrevive mediante esporas que
pueden desarrollar nuevamente la enfermedad a niveles de dafio al cultivo. La
enfermedad se presenta en variedades criollas, sobretodo al sembrarlas en fechas
tardias. Puede defoliar prematuramente la planta y con ello reducir el tamafio de vainas
y granos, lo que se refleja como baja en la produccién (Martinez et al., 2007).

El desarrollo de los sintomas, en los distintos 6rganos de la planta, es diferente para las
diversas variedades, aunque coincide con las descripciones de diferentes autores en lo
que respecta a los sintomas producidos por uredosoros y teleutosoros (Piura, 2006).

Los dafios del agente causal de la roya sobre las hojas del frijol en variedades muy
susceptibles pueden llegar a ocasionar la muerte completa de las mismas, reducir el area
fotosintética y provocar una pobre formacion de granos. Los dafios en las vainas

reducen también la calidad del frijol para consumo verde (Knudsen, 2000).

2.1.5 Epifitiologia

La roya del frijol constituye una fuente de epifitias periddicas en las zonas de
produccion de frijol comdn en Centroameérica y el Caribe. La mayoria de los cultivares
son susceptibles a algunas o a casi todas de las razas/patotipos de Uromyces phaseoli en
su area de produccién (Steadman et al., 2002).

El organismo causal (Uromyces phaseoli (Pers.) Wint.var typica Arth) es uno de los
agentes patogenos perteneciente a la clase Basidiomycetes, esto incluye las “setas” o un
cuerpo fructifero conocido como basidiocarpo. La reproduccion asexual es menos
comun. Se encuentran poblando todo tipo de habitat y pueden presentar cualquier tipo
de forma de nutricidn, ya sea como saprofiticos, patdgenos o simbiontes.

Se caracterizan por la presencia de una célula fértil en su ciclo de vida, llamada basidio,
que produce exogenamente 4 basidiosporas (generalmente). Para asegurar la
manutencion del estado dicaridtico y heterocariotico del micelio secundario, presentan
una estructura peculiar denominada fibula, la cual asegura que cada célula hija
resultante tenga la combinacion original de ndcleos distintos y compatibles.

El ciclo de la enfermedad puede ocurrir de 10 a 14 dias bajo condiciones favorables. Las
probabilidades de que se presente una infeccion por roya son mayores en las localidades
donde persiste una alta humedad durante 8-10 horas. En zonas secas la infeccion rara

vez ocurre (Yero, 1998).



El desarrollo de este agente patdgeno es favorecido por temperaturas moderadamente
frescas que van de 14 a 27°C, con humedad relativa alta que dan lugar a periodos
prolongados de rocio (mas de 10 h) en la superficie de la hoja. Su aparicién en nuestro
medio se produce en los meses de noviembre a febrero, siendo los meses de diciembre
a enero los meses pico de incidencia. Por esta razon las siembras tempranas evaden la
enfermedad, pero en noviembre, diciembre y enero son severamente afectadas (Quintero
et al., 2004). Las temperaturas mayores de 32 ‘C pueden destruir al agente patégeno y
las menores de 15 C retardar su desarrollo (Rios, 2003).

El viento es la principal forma de diseminacion de las uredosporas. También pueden ser
diseminadas por el hombre, los animales y las herramientas agricolas. El viento al
diseminar las ureddsporas las transporta a tejidos no infectados, donde se inician nuevas
pustulas. Si las condiciones climaticas son favorables a la roya, el ciclo de aparicion de
nuevas pustulas se puede repetir varias veces durante la época en que el frijol esta en el
campo (FAO, 2001).

CIAT (1980) informa que bajo condiciones favorables de campo las ureddsporas
pueden sobrevivir aproximadamente 60 dias. Algunas veces la incidencia de la roya del
frijol es menor en monocultivos de frijol que en asociaciones con maiz. Esto ultimo
posiblemente esté determinado por la mayor humedad relativa que se alcanza en ese
agroecosistema.

Al final del periodo del cultivo, el hongo patdégeno puede producir en las hojas otro tipo
de esporas, llamadas teleutdsporas. Estas se encuentran en pustulas de color café oscuro
a negro, conocidas como telios. En la mayor parte de los paises la roya tiene poca
importancia, puesto que se presenta esporadicamente y nunca alcanza proporciones
epifitoticas. Hay marcadas diferencias en la resistencia de las variedades comerciales
del frijol a la roya (Mayea et al., 1994; Quintero et al., 2004).

2.1.6 Metodologias utilizadas para la evaluacion de resistencia a la roya comun

Muchos han sido los autores que han realizado estudios acerca de una diversidad de
criterios para evaluar la resistencia de los genotipos de frijol a Uromyces phaseoli en
condiciones de campo. Algunos de ellos, utilizan métodos de evaluacion cualitativos;
mientras otros toman en consideracion aspectos cuantitativos que caracterizan la
resistencia genética. En este sentido, Becerra et al. (1995) emplearon una escala de
cinco grados de severidad de dafios para evaluar diferentes lineas y variedades de frijol,
en la cuales consideraban el por ciento de la superficie foliar de la hoja cubierta por
pustulas; (Gonzélez y Garcia, 1996) utilizaron dos métodos de evaluacién (CIAT, 1984)

y conteo de pustulas/hoja para conocer la respuesta de una coleccion de 64 variedades



de frijol al ataque por el agente causal de la roya. Afios mas tardes Lépez et al. (2002)
usaron una escala de 1 a 9 grados propuesta por el CIAT (1987) y en trabajos recientes
se comunica acerca de una escala de 9 grados informada por el CIAT (1991) (Leon et
al., 2008).

2.1.7 Medidas de control
2.1.7.1 Medidas culturales

Dentro de las medidas para el control de la roya del frijol se recomienda la realizacion
de una buena preparacion del suelo, la rotacion de cultivo, eliminacion oportuna de
restos de cosecha, adecuada densidad de plantas y siembra en el momento 6ptimo para
cada territorio, con el objetivo de evitar la incidencia del hongo patégeno en el periodo
critico del cultivo (fase de prefloracion y floracion). Otras practicas que pueden ser
utilizadas comprenden el manejo de variedades resistentes o tolerantes, adecuada
fertilizacion, riego adecuado y eliminacién de malezas en el cultivo y sus alrededores
(Martinez et al., 2007).

El frijol no debe sembrarse en areas donde en el periodo anterior hubo un cultivo de
frijol altamente infectado, ni cerca de cultivos que hayan presentado roya (CIAT, 1980).
Cuando se hace un espaciamiento apropiado entre plantas y se mantiene el campo
limpio de malezas se consigue una adecuada aireacion, lo cual impide que alrededor de
las plantas la atmdsfera se sature de humedad, especialmente durante la estacion

lluviosa, condicion esta que favorece el ataque.
2.1.7.2 Lucha genética

Desde la década de los cuarenta los trabajos de mejoramiento del frijol comdn han sido
prioritarios en México, principalmente los relacionados a la formacién de variedades
con resistencia a enfermedades en los principales tipos comerciales. De las variedades
generadas, 30 son las mas utilizadas de un total de 200 tipos diferentes de frijol comin
apreciados en los sistemas tradicionales de produccion en México (Rodrigo, 2000).

El uso de variedades resistentes o tolerantes a la roya ha sido la mejor opcion para el
control de la enfermedad en el tropico himedo de México, pero debido a la variacién
patogénica del hongo y a la formacién de nuevas razas, algunas variedades han ido
perdiendo la resistencia (Becerra et al., 1995).

La respuesta varietal del frijol a la roya puede sufrir algunas variaciones entre
localidades y entre afios, en dependencia de la diversidad de patotipos de este hongo,
como lo demuestra el estudio realizado en el Vivero Internacional de la Roya de Frijol

(CIAT, 1979). De este hecho se deriva la necesidad de la evaluacion local y con cierta



periodicidad de la respuesta varietal a la roya del frijol (Steadman y et al., 2002).

La mayoria de royas de granos se manejan principalmente con resistencia genética. Sin
embargo, la erradicacion de los hospedantes alternantes es una estrategia adicional
importante para el manejo, porque previene que se complete el ciclo sexual, reduciendo el
namero de razas del hongo (Lo6pez et al., 2002).

De acuerdo con varios autores como Acosta et al. (2001) y Lopez et al. (2002) para
poder utilizar en forma eficiente el potencial genético de las variantes del frijol comun
es necesaria una caracterizacion mas rigurosa de la coleccion, incluyendo caracteristicas
agrobioldgicas que aporten informacion util sobre la arquitectura de la planta, la
potencialidad de su rendimiento, su eficiencia fotosintética y su respuesta a los
principales factores adversos.

Investigaciones realizadas por diferentes investigadores en Cuba, tales como Hernandez
et al. (1995), encontraron que el cultivar rojo moteado Guama 23 presentd resistencia a
la roya; Yero et al. (2005), indican a la variedad Cuba Cueto 25-9-N como susceptible y
Tomeguin 93 y Cut-53 con resistencia intermedia al ataque de la roya, en siembras
realizadas en época tardia en Cienfuegos.

Recientemente, Quintero et al. (2004) informaron tres variedades con nivel de
resistencia intermedia y 19 variedades resistentes a la roya en experimentos realizados
en la época tardia, en areas de la Estacion Experimental Agricola de la Universidad
Central de Las Villas; en ese mismo afio, Bernal et al. (2004), comunican la variedad
Mulangri-112 como inmune y las variedades ICA Pijao, CIAP-7247, Turialba-4 y
BAT-202 como resistentes a la infeccion por U. phaseoli en experimentos realizados en
la época tardia en la CPA “Eduardo Garcia”, perteneciente al municipio de Santa Clara,
provincia de Villa Clara.

Estudios de varios afios con variedades durante mas de 15 afios en las éareas
experimentales de la Universidad Central de Las Villas y en areas de produccion de las
provincias centrales, demuestran que se produce una interaccién muy fuerte entre el
factor varietal y época de siembra (Aguila, 1995), permitiendo hacer recomendaciones
de estructura varietal en funcién de la época de siembra (Quintero, 1998).

Segun estos estudios se han definido un grupo de variedades actualmente conocidas
gue presentan comportamiento destacado para cada época de siembra. Quintero (2000),
informd las variedades BAT 482, BAT 58 y CIAP 7247 con un comportamiento
“sobresaliente” y las variedades CIAP 24, BAT 93, Rosas, BAT 304 y Mulangri 112

con comportamiento “bueno” en siembras tardias (enero-febrero).



Por otra parte, no se han logrado variedades que presenten resistencia horizontal amplia
a las enfermedades y plagas, incluso ni a los diferentes patotipos de una misma
enfermedad como en el caso de la roya (Quintero, 2000).

Las variedades resistentes en un lugar o afio no necesariamente lo son en otro. La
mayoria de las variedades son resistentes solo a una raza del patdgeno; sin embargo, se
han identificado fuentes resistentes a un gran numero de razas. Es muy importante evitar
sembrar una sola variedad de frijol en un &rea grande porque pueden no existir razas del

patdgeno que ataquen y destruyan el cultivo en toda el area sembrada (Bonilla, 2000).
2.1.7.3 Lucha quimica

Durante mucho tiempo se ha venido utilizando la proteccion quimica como medio para
combatir esta enfermedad, se han realizado aplicaciones con distintos productos
fungicidas y especialmente mediante las aplicaciones de compuestos de azufre, los que
en ocasiones, han producido fuertes efectos fitotoxicos en las plantas tratadas. El
problema que existe para lograr el éxito de estas aplicaciones es que cuando la roya se
hace notoria a los ojos del agricultor, ya existe suficiente inoculo en el campo para que
la misma se desarrolle velozmente, por ello el mejor método de control de la
enfermedad es la utilizacion de las variedades resistentes y el empleo de la lucha
quimica.

Una gran cantidad de agroquimicos se utilizan en el control de éste patdgeno; sin
embargo, los que estan autorizados para su uso en el cultivo de frijol se pueden observar
en un Manual de Plaguicidas. Para poder tomar una decision sobre el control quimico
en un plantio de frijol se requiere efectuar muestreos de campo cada siete dias,
iniciandolos en la etapa fenologica V4 (tercera hoja trifoliada) hasta la etapa R8
(llenado de vainas). Para medir el dafio de la plaga se usara la escala 1-9; cuando una
observacién de campo de en promedio el nivel 3, serd indicado aplicar el control
quimico (Andnimo, 2004).

2.1.7.4 Utilizacion de extractos vegetales

Por més de seis décadas el uso de productos quimicos ha sido la principal estrategia
para reducir las enfermedades y plagas en plantas. Sin embargo, el uso indiscriminado
de estos productos ha provocado dos grandes problemas: el incremento de residuos
quimicos potencialmente toxicos al humano y la proliferacion de fitopatogenos
resistentes.

Los problemas anteriormente citados y el aumento del costo de los productos quimicos,

provocan una tendencia global a reducir su uso. Esto ha intensificado la busqueda de



alternativas de origen natural que sean econdmicas, efectivas y menos dafiinas al
ambiente y la salud humana, de manera que se han reportado estudios que demuestran
los efectos antiflngicos, antibacteriales, nematicidas e insecticidas de extractos de
diversas plantas (Vazquez y Alvarez, 2011).

El uso inadecuado de productos fungicidas y sus consecuencias negativas en el
ambiente hacen necesario la busqueda de alternativas que ayuden al manejo y control de
enfermedades de los cultivos.

La utilizacion de extractos vegetales es una practica muy antigua que el hombre en el
transcurso de su historia antagonica, de su propio medio natural, conocio la existencia
de dichas plantas y la us6é para curar y prevenir los dafios ocasionados por plagas y
enfermedades. El propio desarrollo de la Revolucion Cientifico-Técnica en la rama de la
Agricultura, el deterioro Medio Ambiental, la aparicion de nuevas plagas y la gran
demanda de alimentacion a nivel global, hizo que el hombre buscara otras formas de
controlar o combatir a los organismos nocivos que causaban afectaciones econémicas
en los cultivos, perdiendo la creencia del uso y aplicacion de los extractos de plantas
venenosas (Alarcén, 2008).

El empleo de extractos vegetales para el control de plagas y enfermedades en el marco
de una agricultura sostenible constituye una alternativa promisoria, por su elevada
efectividad, bajo costo y ser menos contaminantes del ambiente. Estos bioproductos se
caracterizan por la presencia de determinados compuestos de origen natural, los cuales
forman parte de las estrategias defensivas de las plantas y por lo tanto es necesario
evaluar la presencia de metabolitos secundarios especificos, que le confieran a la planta

en estudio, actividad fungicida (Martinez et al., 2005).
Segun Bonilla (2011) los extractos de plantas tienen las siguientes ventajas:

« Por ser biodegradables no producen desequilibrios en el ecosistema, al ser de origen
vegetal estos bioplaguicidas provocan un impacto minimo sobre la fauna benéfica, son

efectivos contra enfermedades y no tienen restricciones toxicologicas.

« Son conocidos por el agricultor ya que generalmente se encuentran en su medio.

» La mayoria de los extractos tiene diversos usos, como lo es el caso de aquellos

empleados por sus propiedades terapéuticas y efectos repelentes, entre otros.

* Su rapida degradacion disminuye el riesgo residual en los alimentos.
« Algunos pueden ser usados poco tiempo ante de la cosecha.

* Muchos de estos compuestos no causan fototoxicidad.



Para el control de bacterias de los géneros Xanthomonas axonopodis pv manihotis,
causante del Afublo bacterial de la yuca y Erwinia spp., causante de pudriciones
blandas, se realizaron ensayos in vitro probando extractos acuosos de malojillo,
verdolaga, Neem, manzanilla, orégano. Se observé un control efectivo de los dos
patdgenos evaluados con los extractos de manzanilla y malojillo. Ademas, se evaluaron
los extractos de algodoncillo (Sida sharpiana) obteniéndose excelente control. Otros
extractos acuosos evaluados fueron los de Neem, cariaquito, eucalipto y la mezcla de
chaparro con merey, en la inhibicion del crecimiento micelial y esporulacién del hongo
Pestalotia sp.,, encontrandose los mejores resultados con el extracto de Neem, con una
respuesta Optima de la inhibicién de la esporulacion (90 %) seguido por la mezcla de
chaparro con merey, dando como resultado un 80 % de inhibicion del crecimiento
micelial del hongo (Gamboa, 1998).

Evitar la proliferacién de enfermedades flngicas sigue siendo una ardua tarea para el
siglo xxi1, es por ello que continta el desarrollo de nuevos antiflngicos cada vez mas
potentes. En la sintesis de estos fArmacos es muy importante tener en cuenta la relacion
de su estructura-funcién, pues sobre la base de ellos se garantiza la muerte del hongo sin
provocar graves dafios al organismo hospedante (Gregori, 2005).

Se han probado un total de 206 especies de plantas contra la actividad de 26 especies de
hongos fitopatdgenos, incluyendo pruebas de germinacién de esporas, desarrollo
micelial, esporulacion y pruebas de invernadero y campo en algunos casos. La
formulacién de productos vegetales utilizados han sido extractos acuosos y hexanicos,
polvos, aceites esenciales y metabolitos secundarios antifingicos. Los resultados han
indicado que entre 32 y 51 % de las plantas probadas interacttan con los hongos y la
respuesta de los patogenos varia desde la estimulacion bioldgica hasta su total
inhibicién. Se han logrado resultados promisorios en campo con extractos acuosos
contra la roya del frijol (Uromyces phaseoli) con incrementos en produccion de 38 a
mas del 200 %.

Se considera que la diversidad de interacciones planta-patdégeno, dificultan el
establecimiento de una metodologia estandar para probar productos vegetales contra
hongos, pero los resultados en campo abren perspectivas para su validacion y registro
(Montes et al., 2000).

2.1.7.4.1 Generalidades sobre el tulipan africano (Spathodea campanulata Beauv.)

Spathodea campanulata Beauv., conocido cominmente como tulipan africano, african

tulip tree o fountain tree, ha sido plantado a través de la zona tropical humeda por sus



flores rojo-naranja de gran tamafio. La madera de este arbol de rapido crecimiento es
liviana y poco usada.

El tulipan africano obtiene su mejor desarrollo en las margas fértiles, profundas y bien
drenadas, pero la especie no es particularmente exigente en cuanto a sitios. La textura
del suelo puede variar entre arenas margosas hasta arcillas, el pH puede fluctuar entre
45y 8.0, y el drenaje del suelo puede variar desde un tanto pobre hasta un drenaje
excesivo. Los arboles de tulipan africano colonizan incluso los sitios intensamente
erosionados. Sin embargo, tanto la forma como la tasa de crecimiento sufren de manera
considerable en los sitios dificiles. La posicion en cuestas no parece ser un factor
limitante. La especie crece desde casi el nivel del mar hasta una elevacion de 1,200 m
(Francis, 1999; Lowe et al., 2000).

Figura 3. Inflorescencia del Tulipan africano (Sphatodea campanulata Beauv.)

En Cuba, especificamente en el cultivo del cafeto Alvarez y Martinez (2000) report6 un
grupo de especies escapadas de cultivo con gran poder de invasién, por lo que
potencialmente pueden convertirse en especies invasoras de estos ecosistemas. Dentro
de este grupo se encuentra la especie Spathodea campanulata Beauv de la familia
Bignoniaceae. Esta especie fue introducida como ornamental, a principios del siglo
pasado, del Africa tropical, para decorar parques y jardines de la Isla por sus vistosas
flores rojas visibles a gran distancia. Esta especie, a pesar de ser una planta introducida,
se ha adaptado bien a nuestras condiciones y se encuentra muy difundida en Cuba,
fundamentalmente en el macizo montafioso Guamuhaya, donde se le conoce
comunmente con el nombre de Cedro de la India o Espatodea.

En muchos lugares de dicha localidad crece de forma espontanea, pudiendo encontrarse
ejemplares de distintas edades, formando grupos mas 0 menos numerosos que aparecen
fundamentalmente en los bordes de los montes que colindan con las plantaciones de
cafeto, y en muchas ocasiones llegan a penetrar en los mismos, constituyendo una
posible planta hospedante de plagas y enfermedades para diversos cultivos econdmicos
(Diaz et al., 2009).


http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Spathodea_campanulata.jpg

2.1.7.4.2 Generalidades sobre la majagua (Hibiscus elatus S.W)

Hibiscus, género de plantas de la familia de las Malvaceas. Son nativas de las regiones
calidas y templadas del hemisferio norte. La flor del hibisco se caracteriza por el caliz
de cinco puntas, rodeado por un grupo de bréacteas coloreadas que crecen justo por
debajo de él y dan la impresion de que el céliz es doble. La flor es grande y vistosa,
pentapétala, con una columna de estambres soldados, anteras reniformes y varios
pistilos. El fruto es una cépsula en forma de vaina, con cinco I6culos o cavidades y

numerosas semillas.
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Figura 4. Inflorescencia de la majagua (Hibiscus elatus S.W)

Las variedades cultivadas forman flores abiertas, campaniformes, con colores que
varian desde blanco hasta purpura pasando por amarillo, rosa y rojo. Muchas especies
del género, como la majagua, el liber de Cuba y otra de flores color amarillo y rojo
purpura, tienen importancia econdémica; de este arbol se extraen fibras y la madera de la
Gltima de ellas es apreciada en ebanisteria.

En la actualidad, conocer la composicion quimica general de una droga es un hecho
rutinario que se apoya en técnicas de tamizaje que conjugan la economia y la rapidez,
con la seguridad de los resultados a obtener, resultados que aunque no son concluyentes,
orientan en el aislamiento de los posibles principios activos, de acuerdo al uso o efecto
farmacologico descrito o demostrado para la droga. El efecto bioldgico de las drogas
vegetales utilizadas con fines medicinales depende de su composicion quimica y ésta,
de su metabolismo o capacidad biosintética. Una de estas especies ampliamente
utilizada con estos fines es Hibiscus elatus (Gonzalez, 2000).

Para concluir con los ensayos de tamizaje fitoquimico, se realiz6 un extracto acuoso
sobre el mismo material vegetal extraido anteriormente con éter y con alcohol,
corroborandose los resultados positivos para los ensayos de cloruro férrico, Fehling,

Shinoda, mucilagos y principios amargos y/o astringentes



Teniendo en cuenta el conjunto de las evaluaciones realizadas, se puede resumir que de
acuerdo a las técnicas aplicadas para la droga, puede inferirse la posible presencia de los
siguientes grupos de productos naturales:

Triterpenos y/o esteroides.

Grasas y/o aceites esenciales.

Compuestos reductores.

Taninos y/o fenoles.

Aminoacidos.

Flavonoides.

Antocianidinas.

Mucilagos.

Principios amargos Yy/o astringentes.
La especie Hibiscus elatus, conocida como majagua, tiene reportado distintos usos en
medicina tradicional. Sus flores en Cuba se utilizan por sus propiedades expectorantes,
las que se comercializan como jarabe. Teniendo en cuenta la necesidad de conocer la
composicion gquimica de los extractos que se emplean como medicamentos, unido a la
carencia de estudios fitoquimicos sobre la especie y a la posibilidad de establecer
nuevos usos farmacoldgicos a partir del conocimiento de los compuestos quimicos
presentes, se han realizado estudios fitoquimico de esta especie.
El tamizaje fitoquimico sugiere que en la composicion general de las flores de Hibiscus
elatus existen mucilagos, sustancias reductoras, antocianidinas, taninos y flavonoides.
Las flores de Hibiscus elatus presentan en su composicion gossypitrina, quercetina y
rutina (Marquez et al., 1999).

2.1.7.4.3 Generalidades sobre el marpacifico (Hibiscus rosa-sinensis L.)

Originaria de China, se cultiva en todo el mundo. Pequefio arbol de hoja caduca, de
tallos fuertes y hojas ovaladas y dentadas. Las flores, de hasta 15 cm de diametro son de
colores rojo, rosa o blanco (también hay una variedad amarilla) y tienen una columna de

estigmas y estambres muy larga.



Figura 5. Inflorescencia del marpacifico (Hibiscus rosa-sinensis L.)

Tiene cinco grandes pétalos y largo céliz, que le da apariencia "de trompeta”. El fruto,
"gombo", es una capsula pentagonal que contiene semillas del tamafio de lentejas, tiene
como componentes activos los aceites y resinas.

En estudios quimicos que se realizan a un extracto apolar de las flores de los Hibiscus,
el existe cierta coincidencia, en lo referido a grupos de compuestos identificados, con
extractos apolares de hojas de Hibiscus rosa-sinensis, en los que se detectaron
igualmente AG (C8:0 - C28:0), predominando: C8:0, C12:0, C14:0, C16:0 y C18:2,
alcoholes grasos (C21- C30), resultando mayoritarios: C26 OH, iso-C28 e iso-C30; asi
como hidrocarburos (C16 - C32), prevaleciendo: C23, C25, C27 y C31; sin embargo, no

se reportaron los esteroles ( Marrero et al., 2011).

2.2 PROCEDIMIENTOS

2.2.1 Evaluacion de la respuesta varietal del frijol a Uromyces phaseoli var. typica

utilizando dos metodologias

Se estudid la respuesta de 25 variedades de frijol comln, registradas en la lista oficial de
variedades comerciales (MINAGRI, 2010) (Tabla 1), a la infeccion por Uromyces
phaseoli var. typica en la época tardia (Enero-Febrero), segun Quintero (2000). Los
experimentos se desarrollaron en la Estacion Experimental Agricola “Alvaro Barba
Machado”, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Central “Marta Abreu” de Las Villas y en la Empresa Azucarera Ifrain Alfonso, en el
periodo comprendido entre enero-abril de los afios 2009 y 2010 respectivamente, sobre
un suelo Pardo mullido (Hernandez et al., 1999).

La preparacion del suelo se realizd mediante el método tradicional y el surcado se hizo
con traccion animal. Se utilizo semilla basica. En todos los casos la siembra se realizo el

dia 13 de enero. Las atenciones culturales consistieron en labores de control mecanico



de malezas y tres riegos por aspersion. No se aplico fertilizacion con productos
qguimicos y la infeccion se produjo de forma natural en el campo. El inicio de los
sintomas coincidié con la etapa fenoldgica de floracion, la cual vario para cada
variedad.

El disefio experimental utilizado fue blogues al azar con cuatro repeticiones, en parcelas

de cuatro sucos de 0,45 my 4 m de largo, con un area de 7,2 m2.

Tabla 1. Variedades comerciales de frijol utilizadas en los estudios

Cadigo Variedad Color del grano
C1 CIAP 24 Jaspeado grande
C2 BAT 304 Negro pequefio
C3 Delicias 364 Rojo pequefio
C4 Cuba Cueto 25-9B Blanco pequefio
C5 BAT 58 (Tazumal) Negro pequefio
C8 BAT 93 (Engafiador) Crema pequefio
C9 Holguin 518 Negro pequefio
C10 BAT 482 (Chévere) Blanco pequefio
Cl1 Cuba Cueto 25-9R Rojo pequefio
C12 Red Kloud Rojo grande
Cl4 INIVIT Punti blanco Jaspeado grande
C15 Velasco Largo Rojo grande
C16 Cuba Cueto 25-9N Negro pequefio
C17 Guama 23 Jaspeado grande
C18 BAT 832 Negro pequefio
C19 Mulangri 112 Jaspeado mediano
C20 Rosas Rojo grande
C21 Wacute Crema pequeiio
C22 Hatuey 24 Rojo pequefio
C23 Bolita 42 Negro pequefio
C24 CIAP 7247 Negro pequefio




C25 Milagro Villaclarefio Negro pequefio
C26 Lengua de fuego Jaspeado mediano
C27 Guira 89 Negro pequefio
C30 ICA Pijao Negro pequefio

Los muestreos se realizaron semanalmente en 15 plantas tomadas al azar de los dos
surcos centrales de cada variedad hasta el llenado de las vainas. Estas consistieron en la
determinacion de la intensidad de la infeccion, expresada como el porcentaje del area
foliar cubierta por manchas necréticas o pustulas esporulantes, el cual se calculd
mediante la formula de Towsend y Heuberger (Ciba-Geygi, 1981) utilizando dos
metodologias informadas por el Centro Internacional de Agricultura Tropical, CIAT
(1979) (Anexo 1), la cual tiene en cuenta el tipo de pustula e intensidad de la infeccion
y CIAT (1987), (Anexo 2), que combina el porcentaje del &rea foliar afectada y el tipo
de pustula.

Para la determinacién del tipo de pustula se midieron 20 pustulas en una muestra de 10
plantas/variedad. Las mediciones de las uredosporas se realizaron con la ayuda de un
microscopio estereoscopico Olympus (aumento 128 x).

Las condiciones experimentales, momento de evaluacion y determinacion del tipo de
pustula, fueron similares en las dos metodologias, con la diferencia que la metodologia
de evaluacion informada por el CIAT (1987) consta de un grado superior en su escala
del tipo de pustula.

Procesamientos Estadisticos

Se aplicé un agrupamiento en Clusters y se incluyd las dos variables medidas en cada
variedad y metodologias (Tipo de pustula e Intensidad de la infeccién). También a partir
de las observaciones reales en cada variedad se construyeron graficas que permitieron
agrupar las variedades de acuerdo a diferentes rangos que se establecieron para las
mediciones, de acuerdo con las metodologias empleadas. Para estos procedimientos se
utilizaron los paquetes SPSS version 15.0 del 2006 y el STATGRAPHICS versién 5.1
del 2000, ambos sobre Windows.

2.2.2 Influencia del tratamiento quimico sobre la incidencia de la roya en
variedades de frijol.

Se evalud la influencia del tratamiento quimico y sin quimico sobre la incidencia de la

roya del frijol en las variedades seleccionadas en el ensayo anterior.



El disefio experimental utilizado fue en parcelas divididas, con 4 réplicas, el area de la

parcela fue de 500.43 m?

El tratamiento quimico consistio en el empleo de los fungicidas (Zineb 75 % PH y Orius
25 % CE como preventivo y curativo, respectivamente), aplicados con una frecuencia
de 7 dias, en el caso del preventivo, hasta la aparicion de los primeros sintomas de la
enfermedad y de 5 dias para el curativo, una vez identificadas las primeras pustulas de
la enfermedad hasta el final del ciclo. A partir del inicio de los sintomas y con una

frecuencia semanal se evalué en cada variedad:

a) La intensidad de la infeccion. Se calculé mediante la formula de Townsend y
Heuberger.

b) El tipo de pustula, con 5 clases de desarrollo y la clasificacion de la reaccion de
las variedades (CIAT, 1979) (Anexo 1).

Procesamientos Estadisticos

Inicialmente se aplic6 un analisis de varianza en correspondencia con un disefio de
parcelas divididas (modelo multifactorial), donde los factores fueron el tratamiento
(Quimico y Sin Quimico) y las variedades (9). En el caso de las Intensidades de la
enfermedad a los 60 y 75 dias se afiadié al modelo como covariables la intensidad a los
45 dias, lo que permitié estudiar por separado cada factor. Estos analisis se
complementaron con pruebas de comparacion multiple de Duncan y Scheffe. En el caso
del tipo de pustula se aplicé una prueba de Chi cuadrado para las variedades y
tratamientos, ademas obtuvieron graficas de frecuencias para esta variable. Para los
procesamientos estadisticos se empled el paquete STATGRAPHIS Centurion XV-
11/2006.

2.2.3 Influencia de la temperatura y humedad relativa sobre la incidencia y la

nocividad de la roya en las variedades estudiadas.

Se estudid el nivel de asociacion entre los diferentes valores de infeccion y nocividad de
la roya en las variedades en estudio y los factores climaticos (temperatura y humedad
relativa). Los datos climaticos se obtuvieron de las Estaciones Agrometeoroldgicas de la
Empresa de Cultivos Varios del Yabu y el Instituto Nacional de Investigaciones de
Viandas Tropicales (INIVIT). Para el célculo de la nocividad se utilizé la férmula

propuesta por Barba (1979).
2.2.4 Tamizaje fitoquimico

Colecta y preparacion del material vegetal



El material vegetal fue colectado en areas del campus universitario de la Universidad
Central “Marta Abreu” de Las Villas, Santa Clara, provincia de Villa Clara en la fase
fenoldgica de floracion y/o fructificacion, creciendo sobre un suelo pardo mullido
medianamente lavado (Hernandez et al., 1999), entre las 9:00-11:00 am en el periodo de

noviembre a diciembre de 2011.

De las plantas colectadas se utilizaron las flores frescas (Tabla 2). EI proceso de secado
tardd 72 horas en condiciones naturales y un ligero secado a 35°C en estufa Mermmet
durante 24 horas.

Tabla 2. Especies botanicas empleadas como fuente de los extractos evaluados

Nombre vulgar Nombre cientifico Familia
Tulipan africano Spathodea campanulalata Beauv.), Bignoniaceae
Majagua Hibiscus elatus S.w Malvaceae
Marpacifico Hibiscus rosa sinensis L. Malvaceae

Posteriormente dichas muestras se molinaron mecanicamente, hasta obtener particulas
de 0,5 mm de diametro seguin la metodologia de Macias et al. (2005).

El tamizaje fitoquimico se hizo segun las técnicas reportadas en la literatura cientifica
(Harborne, 1998; Lock de Ugaz, 1998; Miranda y Cuellar, 2000, 2001) (Anexo 2).

2.2.5 Influencia de los tratamientos sobre las variables cuantitativas de la

enfermedad en condiciones de campo
Se estudio el efecto de la aplicacion de los extractos acuosos al 5 % sobre la enfermedad
roya del frijol en la variedad Giira-89 (MINAGRI, 2010).
El disefio experimental utilizado fue el de bloques al azar con cuatro repeticiones.
Para ello, se montaron parcelas cuyas dimensiones fueron:
Largo: 4,0 m
Ancho: 2.8 m
Area total: 11,2 m?

La distancia de siembra utilizada fue de 0.45 m x 0.07 m




La preparacion del suelo se realizé mediante el método tradicional y el surcado se hizo
con traccién animal. Se utiliz6 semilla Béasica. En todos los casos la siembra se realiz6

de forma manual.
Fecha de siembra. 4 de enero de 2012.

Las atenciones culturales consistieron en labores de control mecanico de malezas. Se
aplicaron durante todo el ciclo del cultivo dos aplicaciones de Fitomas E y un

tratamiento foliar de Urea 46 % N. Se aplicaron diez riegos a un intervalo de 7 dias.

Tratamientos:

1
2
3- Marpacifico (Hibiscus rosa-sinensis)

4- Control estandar (Orius 25 % CE) a dosis de 1mL/L de PC

5- Control sin extracto

Majagua (Hibiscus elatus)

Tulipan africano (Spathodea campanulata)

Para la preparacion de los extractos se tomaron 50 g del material seco y molido de cada
una de las especies de plantas especificadas (Tabla 1) y se le adicionaron 1000 mL de
agua a cada una de estas. Luego las soluciones acuosas obtenidas fueron filtradas a
través de una gasa. Una vez filtrado cada extracto fue aplicado con una mochila manual
“Guarany” de 16 L de capacidad por el haz y envés de las hojas de las plantas. Se hizo
una aplicacién por semana, la primera a los 32 dias de edad (floracién) y la Gltima a los
67 dias. Todas las aplicaciones se efectuaron en horas de la tarde y después de cada
riego.

En cada uno de los tratamientos, a partir del inicio de los sintomas y con una frecuencia
quincenal, se efectuaron las siguientes evaluaciones.

Porcentaje de grado de ataque: Se determind mediante la evaluacion de 20 plantas al
azar, ubicadas en los surcos centrales de cada parcela con base a una escala de siete

grados, de la formula Towsend y Heuberger (Ciba-Geigy, 1981).

La escala utilizada fue la siguiente:

Grado Descripcion
0 Planta sana
0,1 Aparicion de las primeras pustulas
1 Hasta un 20 % del area foliar afectada
2 De 21-40 % del area foliar afectada
3 De 41-60 % del area foliar afectada




4 De 61-80 % del area foliar afectada

5 Mas del 80 % del area foliar afectada

A los 60 dias de la siembra se recolectaron 20 hojas al azar de los surcos centrales de
cada parcela y se le hizo un conteo de pustulas, los que se ubicaron dentro de los rangos

de la siguiente manera:

Grado No. de pustulas
0 0
1 1-10
2 11-30
3 31-60
4 61-100
5 mas de 100

Otra evaluacion consistié en medir bajo el microscopio estereoscopico el diametro de
las pulstulas para diferenciar el tipo de ataque. La clasificacion del grado de
susceptibilidad de la variedad se realizo al determinar el tamafio promedio del tipo de
pustula predominante, segun la escala del Vivero Internacional de Roya del Frijol
(IBRN) descrita por el CIAT (1984).

Grado Caracteristicas de las pustulas Categorias

1 Sin evidencias de infeccién Inmune

2 Manchas necroticas sin esporulacién Resistente

3 Pustulas menor de 0,3 mm Moderadamente resistente

4 Pustulas de 0,3-0,5 mm y algunas veces | Moderadamente susceptible
rodeadas por halos cloroticos

5 Pustulas mayor de 0,5 mmy Susceptible
generalmente rodeadas por halos
cloréticos

En el caso del rendimiento, se cosecharon todas las plantas de la parcela, se peso la

produccion obtenida y calculd el rendimiento (kg/m?).

Registro de datos climéticos




Los datos de temperatura y humedad relativa del aire ocurridos durante la realizacion de

las evaluaciones fueron aportados por la Estacion Meteoroldgica del "Yabd".
Procesamiento estadistico

El procesamiento estadistico de los datos consistio en el analisis de varianza de
clasificacion simple, posterior a la comprobacion de los supuestos de homogeneidad de
varianza y normalidad. Se realizaron comparaciones de medias mediante la prueba de
Duncan. Se empled el paquete estadistico STATGRAPHICS Centurium XV sobre

Windows.
2.3 RESULTADOS

2.3.1 Evaluacion de la resistencia de variedades comerciales de frijol a Uromyces

phaseoli var. typica utilizando dos metodologias.

En la Figura 6 se muestran los agrupamientos de las variedades de frijol a partir de la
respuesta de las mismas a la infeccion con este hongo fitopatdégeno, empleando la
metodologia informada por el CIAT (1979). El andlisis de Cluster evidencié que los
grupos formados se empiezan a ramificar a distancias muy bajas, indicando que los

mismos son compactos y que la diversidad intragrupos es muy baja.
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Figura 6. Dendrograma obtenido a partir de la evaluacion de la roya en variedades
de frijol a los 63 dias de la siembra al emplear la metodologia informada por el
CIAT en 1979

Al realizar un corte de hasta un 20 % al dendrograma se observa la formacion de tres
grupos. El grupo 1 aglomero la mayoria de los cultivares (21), representando el 84 %
del total y mostrando todas las respuestas de susceptibilidad a la enfermedad. El grupo 2
representado por las variedades Red Kloud, INIVIT Punti blanco y BAT 93 (12 %)
respectivamente, tuvieron una respuesta similar a la infeccion por este agente patdgeno
(intermedio), pero a la vez se diferenciaron en el tipo de pustula, la cual en esta Gltima
variedad fue 4. El grupo 3 estuvo representado por la variedad Guama 23 (4 %) con

respuesta inmune ante la enfermedad.

Al relacionar la intensidad de ataque de la enfermedad con el tipo de pustula en los
cultivares en estudio, se encontré que las mismas se representan en tres cuadrantes
(Figura 7).
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Figura 7. Representacion grafica de la dispersion de las variedades a la infeccién
por U. phseoli a los 63 dias de la siembra al emplear la metodologia informada por
el CIAT en 1979

El cuadrante | ubico las variedades con mayores valores de intensidad de ataque de la
enfermedad (66 — 100 %) vy tipo de pustula 5 (susceptible); mientras que en el cuadrante
IV se situaron los cultivares con menores porcentajes de infeccion al hongo
fitopatdgeno (24 — 50 %) vy tipo de pustula 5 (susceptible), exceptuando los genotipos
Red Kloud, INIVIT Punti blanco y BAT 93, con intensidades de ataque que variaron en
el intervalo de 10 — 40 % y tipo de pustula 4 (intermedio). La explicacion a este hecho
estd dada por el tipo de pustula que presentaron estas Ultimas variedades. En el
cuadrante Il se situ6 la variedad Guama 23 con respuesta inmune al hongo patogeno,
debido a que no se observd la presencia de sintomas de la enfermedad y presentar tipo

de pdstula 1.

Resultados similares han sido informados por Quintero et al., (2004), quienes
evaluaron una coleccién de 72 variedades de frijol en época tardia durante la campafia
2003 - 2004 en éreas de la Estacion Experimental Agricola de la Universidad Central de
Las Villas y observaron que el 69,4 % de las variedades muestreadas fueron
susceptibles a la infeccidn por la roya, aspecto este que debe tenerse en cuenta en el
planeamiento de las siembras para evitar el uso de las mismas en las épocas de mayor

incidencia de la enfermedad.

Los resultados obtenidos en cuanto al grado de susceptibilidad de las variedades ICA

Pijao, CIAP 7247 y Mulangri 112 no concuerdan con los observados por Bernal et al.



(2004), quienes notificaron respuestas de resistencia e inmunidad a la infeccién por
U. phaseoli en estas variedades, a pesar que los experimentos se realizaron en la misma
época de siembra y metodologia de evaluacion de la enfermedad. Estos resultados
indican la necesidad de la evaluacion local y con cierta periodicidad de la respuesta de
las variedades a la roya del frijol, debido a que la misma puede sufrir algunas
variaciones entre localidades y entre afios, en dependencia de la diversidad de patotipos
de este hongo fitopatdgeno, como lo demuestra el estudio realizado en el Vivero
Internacional de la roya del frijol (CIAT, 1979; Llanes, 2005).

De manera similar, la respuesta de susceptibilidad a la roya del frijol de las variedades
ICA Pijao, Glira 89, Hatuey 24, Cuba Cueto 25-9B, Velasco Largo, BAT 304 y BAT
832, concuerdan con los resultados descritos por Gonzalez et al. (1996); sin embargo las
respuestas de otras variedades como Bolita 42, Rosas, Mulangri 112 y BAT 482
(susceptibles), BAT 93 y Red Kloud (resistencia intermedia) y Guama 23 (inmune) a la
infeccion por el agente patdgeno no se correspondieron con los resultados alcanzados

por estos mismos autores.

Finalmente, son notorios los resultados obtenidos con la variedad Guama 23, la cual
manifestd inmunidad a la infeccién por U. phaseoli bajo condiciones de alta presién de
indculo en campo. Estas condiciones estuvieron garantizadas a partir del alto porcentaje
de variedades susceptibles encontrados en este trabajo. Resultados similares han sido
informados por Hernandez et al. (1995), quienes indicaron acerca del grado de
resistencia de esta variedad a U. phaseoli, representando un aporte importante para el
programa de mejoramiento del frijol comdn en Cuba, puesto que permite contar con
potencial genético para introducir resistencia a esta enfermedad en el sistema de

produccion del frijol.

La Figura 8 muestra los resultados del agrupamiento de las variedades de frijol a partir
de la infeccion por el agente causal de la roya del frijol en condiciones naturales,
empleando la metodologia informada por el CIAT (1987). Al realizar un corte de hasta
un 30 % al dendrograma se observa la formacion de tres grupos.

El grupo 1 aglutind las variedades que tuvieron una respuesta muy susceptible (10) y
susceptible (4) a la enfermedad, representando en su conjunto el 56 % del total. Por otra
parte, el grupo 2 agrupd las variedades resistentes Red Kloud, INIVIT Punti blanco,
BAT 93 con tipo de pustula 4 y Rosas, Lengua de fuego, ICA Pijao, Cuba Cueto 25-9B,
CIAP 24, Mulangri 112 y BAT 482 con tipo de pustula 5, representando el 40 % de las

variedades evaluadas. Finalmente, el grupo 3 aglomer6 una sola variedad Guama 23.



Esta ultima representa el 4 % del total de las variedades estudiadas y manifestd

respuesta inmune a la enfermedad roya del frijol.
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Figura 8. Dendrograma obtenido a partir de la evaluacion de la roya en variedades
de frijol a los 63 dias de la siembra al emplear la metodologia informada por el
CIAT en 1987

Ademas, al relacionar los criterios tomados en consideracion por la metodologia
indicada por el CIAT en 1987, se pudo apreciar que las variedades se agruparon en tres

cuadrantes (Figura 9).

El cuadrante 1 situ6 aquellas variedades con respuesta muy susceptible y susceptible a
la infeccion por este agente fitopatdgeno. En el caso particular de las variedades muy
susceptibles, se encontrd que estas presentaron lesiones que estuvieron caracterizadas
por la presencia de pustulas grandes y muy grandes con halos cloroticos, que cubrian
mas del 25 % del tejido foliar, causando defoliacion prematura de las plantas, algunas
de ellas con pustulas esporuladas de 500 a 800 micras de diametro; mientras que hubo
otras en las que se llegaron a medir pustulas mayores a 800 micras. Las variedades

susceptibles se caracterizaron por tener presencia de pustulas generalmente grandes,



redondeadas y esporuladas (de 500 a 800 micras de diametro) frecuentemente con halos

cloréticos que cubrian aproximadamente el 10 % del area foliar.
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Figura 9. Representacion grafica de la dispersion de las variedades a la infeccién
por U. phseoli a los 63 dias de la siembra al emplear la metodologia informada por
el CIAT en 1987

El cuadrante Il agrupé solo una variedad (Guama 23), que resultd ser inmune a la
infeccion por U. phaseoli, pues tenia ausencia a simple vista de pustulas de roya. Por
otra parte, el cuadrante IV aglomero las variedades resistentes, las cuales presentaron
solo unas pocas pustulas, por lo regular pequefias, que cubrieron el 2 % del area foliar.
Estas estaban esporuladas y sus dimensiones variaron, encontrandose en algunos casos

pustulas entre 300 a 500 micras y en otros entre 500 a 800 micras.

Los resultados encontrados con respecto a las respuestas de susceptibilidad y resistencia
de las variedades Velasco Largo, Hatuey 24 y Rosas, Mulangri 112, BAT 482 y BAT
93, respectivamente, coincidieron con lo informado por Gonzalez et al. (1996); sin
embargo la respuesta resistente de otras variedades como la ICA Pijao, Cuba Cueto 25-
9B, Red Kloud y Guama 23 no coincidieron con la hallada por estos mismos autores.
Este Gltimo resultado podria deberse a la existencia de diferentes razas de U. phaseoli

en una u otra localidad.

Otros autores como Diaz et al. (2001) encontraron que la variedad de frijol Delicias-364

presentd un alto grado de susceptibilidad a la infeccion por U. phaseoli en experimentos



realizados en condiciones de campo. Los resultados hallados en el presente trabajo

concuerdan con estos mismos autores al encontrar igual respuesta en esta variedad.

De manera general, se puede sefialar que en la coleccion de variedades de frijol
estudiada se consta con fuentes de resistencia a la roya, por lo que existe potencial en el
mismo para introducir resistencia a esta enfermedad en el sistema de produccion del

frijol.

En la Tabla 3 se reflejan las respuestas de las variedades comerciales de frijol a la
infeccion por U. phaseoli de acuerdo a las metodologias de evaluacién empleada. De
manera general se encontraron diferencias entre ellas. Los cultivares CIAP 24, Cuba
Cueto 25-9B, BAT 93, BAT 482, Red Kloud, INIVIT Puntiblanco, Mulangri 112,
Rosas, Lengua de fuego e ICA Pijao, manifestaron respuesta de susceptibilidad y
resistencia intermedia a la roya por la metodologia del CIAT en 1979 (Anexo 1); sin
embargo estas mismas exhibieron respuesta de resistencia a la infeccion por este agente
fitopatdgeno usando la metodologia del CIAT en 1987 (Anexo 2). Este ultimo resultado
se pudiera explicar a que esta ultima metodologia incluye los tipos de pustulas 4, 5y 6
para clasificar una variedad como resistente, mientras que en la primera metodologia

tienen que presentar tipo de pustulas 2 y 3.

Las variedades que resultaron ser susceptibles al ataque de este hongo patdgeno por la
metodologia del CIAT en 1979 (BAT 304, BAT 58, Holguin 518, Cuba Cueto 25-9R,
Cuba Cueto 25-9N, BAT 832, Wacute, Bolita 42, CIAP 7247 y Guira 89) fueron
catalogadas como muy susceptibles por la metodologia informada por el CIAT en 1987.
Esto hecho se debe a que esta ultima metodologia comprende una categoria superior en

las escalas de evaluacion de la resistencia a la roya del frijol.

En este mismo sentido, respuestas similares fueron obtenidas en las variedades Delicias
364, Velasco Largo, Hatuey 24, Milagro Villaclarefio (susceptibles) y Guama 23

(inmune) por las dos metodologias de evaluacion empleadas.

Tabla 3. Respuesta de las variedades comerciales de frijol a U. phaseoli por las
metodologias de evaluacion empleadas

Variedades Metodologia (CIAT 1979) Metodologia (CIAT 1987)
CIAP 24 Susceptible Resistente
BAT 304 Susceptible Muy Susceptible
Delicias 364 Susceptible Susceptible
Cuba Cueto 25-9B Susceptible Resistente




BAT 58 Susceptible Muy Susceptible
BAT 93 Intermedio Resistente
Holguin 518 Susceptible Muy Susceptible
BAT 482 Susceptible Resistente
Cuba Cueto 25-9R Susceptible Muy Susceptible
Red Kloud Intermedio Resistente
INIVIT Puntiblanco Intermedio Resistente
Velasco Largo Susceptible Susceptible
Cuba Cueto 25-9N Susceptible Muy Susceptible
Guama 23 Inmune Inmune
BAT 832 Susceptible Muy Susceptible
Mulangri 112 Susceptible Resistente
Rosas Susceptible Resistente
Wacute Susceptible Muy Susceptible
Hatuey 24 Susceptible Susceptible
Bolita 42 Susceptible Muy Susceptible
CIAP 7247 Susceptible Muy Susceptible
Milagro Villaclarefio Susceptible Susceptible
Lengua de fuego Susceptible Resistente
Guira 89 Susceptible Muy Susceptible
ICA Pijao Susceptible Resistente

Existen varios autores con una diversidad de criterios para evaluar la resistencia de los
genotipos de frijol a U. phaseoli en condiciones de campo. Algunos de ellos utilizan
métodos de evaluacion cualitativos; mientras otros toman en consideracion aspectos
cuantitativos que caracterizan la resistencia. En este sentido, Becerra et al. (1995),
emplearon una escala de cinco grados de severidad de dafios para evaluar diferentes
lineas y variedades de frijol, en la cuales consideraban el porciento de la superficie
foliar de la hoja cubierta por pustulas; Gonzalez y Garcia, (1996) utilizaron dos métodos
de evaluacion (CIAT, 1984 y conteo de pustulas/hoja) para conocer la respuesta de una
coleccion de 64 variedades de frijol al ataque por el agente causal de la roya. Afios mas
tarde Lopez et al. (2002) usaron una escala de 1 a 9 grados propuesta por el CIAT
(1987) y en trabajos recientes se comunica acerca de una escala de 9 grados informada

por el CIAT (1991) (Leon et al., 2008). Este conjunto de criterios antes mencionados



pudiera ser un elemento mas a considerar en el momento de evaluar la respuesta de las

variedades del cultivo a la infeccion por este hongo patégeno.

Desde el punto de vista epifitioldgico, la metodologia de evaluacion del CIAT, 1979 en
comparacion con la informada por el CIAT, 1987, permite evaluar con mas rigurosidad,
precision y confianza las respuestas de las variedades a la infeccidn por U. phaseoli en
condiciones de campo independientemente del evaluador, ya que en esta primera
metodologia tiene un mayor peso el tipo de puastula (tipo 2 y 3), la cual no permite en el
tiempo que se incremente la presion de inoculo primario (uredosporas) y con ello se

produzcan las nuevas infecciones

Se encontré en la coleccion de frijol evaluada variedades con respuesta resistente a la

roya que presentaron caracteristicas fenotipicas diferentes.

De las variedades que clasificaron en las categorias de inmune, resistente o intermedio
en las dos metodologias empleadas, se hallé que existe una de color negro pequefio,
tres rojos grandes, cinco jaspeados grandes, dos jaspeados medianos, dos blancos

pequerfios y dos cremas pequefios (Tabla 4).



Tabla 4.

Variedades de frijol catalogadas como inmunes, resistentes e intermedio a la roya, segun el color del grano

Respuesta
Inmune Resistente Intermedio
Tipo
CIAT 1979 | CIAT 1987 | CIAT 1979 CIAT 1987 CIAT 1979 CIAT 1987
Negro pequefio 0 0 0 ICA Pijao 0 0
Rosas
Rojo grande 0 0 0 Red Kloud 0
Red Kloud
CIAP-24
Jaspeado grande Guama 23 Guama 23 0 INIVIT Puntiblanco 0
INIVIT Puntiblanco
Mulangri 112
Jaspeado mediano 0 0 0 0 0
Lengua de fuego
Cuba Cueto 25-9B
Blanco pequefio 0 0 0 0 0
BAT-482
Crema pequefio 0 0 0 BAT-93 BAT-93 0




Estos resultados indican que se puede contar con niveles aceptables de resistencia a la
roya en la mayoria de los tipos de frijoles demandados por nuestros consumidores,
siendo en este caso fundamentalmente los colores rojo y jaspeado los que demostraron
tener mayor correspondencia con la resistencia de las variedades del agente causal de la
roya, a diferencia de los granos de color negro que resultaron, en su mayoria, ser
susceptibles a la infeccion por U. phaseoli. Esto contradice estudios realizados por
autores como Vifials et al. (2002), quienes indican que los frijoles de color negro, con
un lugar prioritario en la comida tipica cubana, demuestran mayor resistencia a la roya

en siembras de época tardia.

La respuesta de inmunidad de la variedad Guamé 23 ante el ataque de la roya del frijol
pudiera estar dada por el aporte genético de sus progenitores, aspecto este a tomar en

consideracién dentro de los programas de mejoramiento genético del cultivo en Cuba.

Las variedades resistentes en un lugar o afio, no necesariamente lo son en otro. La
mayoria de las variedades son resistentes solo a una raza del hongo patdgeno; sin
embargo, se han identificado fuentes resistentes a un gran nimero de razas. Es por ello
que es importante evitar sembrar una sola variedad de frijol en un &rea grande, porque
pueden existir razas del hongo patdégeno que ataquen y destruyan el cultivo en toda el
area sembrada. La consideracion de estos elementos, junto con un correcto manejo

varietal, permite evitar niveles altos de severidad de la enfermedad.

2.3.2 Influencia del tratamiento quimico sobre la incidencia de la roya en

variedades de frijol.

Al evaluar la influencia del tratamiento quimico sobre la incidencia de la enfermedad en
el cultivo, no se encontrd interaccion para los factores (p=0.9), aunque si el efecto de
las covarianzas de la intensidad de la enfermedad a los 45 dias sobre las evaluaciones

realizadas a esta variable con respecto a los 60 y 75 dias.

La Tabla 5 muestra la intensidad de ataque por Uromyces phaseoli vartypica en las
variedades de estudio en los diferentes momentos de evaluacion. La incidencia de la
enfermedad comenzé a partir de los 45 dias después de la siembra. Los mayores valores
de afectacion por este hongo fitopatdgeno en este primer momento de evaluacion (45
dias) fueron observados en las variedades Velasco largo y Cuba Cueto 25-9R, con
valores de 0.70 y 0.63, respectivamente. En estas mismas variedades predominaron las
pustulas con un diametro entre 300-500 micras (tipo de pustulas 3 y 4) (Tabla 6). Los



menores valores de infeccion se hallaron en los genotipos CIAP 24 y BAT 93, en los
cuales no hubo evidencias de infeccién o manchas necrdticas sin esporulacion (tipo de

pustula 1y 2). Valores intermedios se encontraron en el resto de las variedades.

Estos resultados coinciden con los logrados por Vargas (1980), donde la incidencia de
la enfermedad comenzé a partir de los 60 dias después de la siembra con un incremento

de su intensidad con la edad de la planta.

Tabla 5. Intensidad de ataque de Uromyces phaseoli var. typica en diferentes
variedades y momentos de evaluacion

Intensidad de la enfermedad
45 dias 60 dias 75 dias
Variedades

Medias MediastE.E MediastE.E
BAT 482 0,58" 0,57+0.02% 0,63+0.023°¢defg
BAT 93 0,121 0,36+0.03° 0,51+0.03
Mulangri 112 0,30° 0,43+0.01" 0,50+0.01%™
Guama 23 0,45¢ 0,49+0.01% 0,52+0,0720cdef
ICA Pijao 0,35° 0,44+0.01™ 0,52+0.01"
CIAP 24 0,05 0,30+0.03° 0,45+0.04°
CIAP 7247 0,52° 0,58+0.01% 0,60+0.01%°
Cuba Cueto 25-9R | 0,63% 0,58+0.02% 0,60+0.02%
Velasco Largo 0,70° 0,60+0.03* 0,60+0.03%%
E.E (2) 0,01

(a,b,c,d,): Medias con letras no comunes a los 45 dias difieren por Duncan a (P<0.05).

(a,b,c,d,e,f,g): Medias con letras no comunes a los 60 y 75 dias difieren por Scheffé
con ajustes por Covarianzas a (P < 0,05).




Tabla 6. Porcentajes del tipo de pustula a los 45 dias

Tipos de pustulas
Variedades
TP1-TP2 TP3-TP4
@ 0,0 100,0
BAT 482
(b) 0,0 25,0
100,0 0,0
BAT 93
20,0 0,0
100,0 0,0
Mulangri 112
20,0 0,0
50,0 50,0
Guama 23
10,0 12,5
100,0 0,0
Ica Pijao
20,0 0,0
100,0 0,0
CIAP 24
20,0 0,0
50,0 50,0
CIAP 7247
10,0 12,5
0,0 100,0
Cuba Cueto 25-9R
0,0 25,0
0,0 100,0
Velasco Largo
0,0 25,0

Chi cuadrado = 27,90

P-Value = 0,0005

Coeficiente de contingencia = 0,668
Cramer’s V = 0,8803

Leyenda:

(a) Porcentaje de fila

(b) Porcentaje de columna

Al relacionar los tratamientos con el porcentaje del tipo de pustulas a los 45 dias de

evaluacion, se mostré que en el tratamiento quimico los mayores valores porcentuales

predominaron en el tipo de pustula 1 (44,4 — 66,7 %) y desestimar en el tipo de pustula

4 (33,3-100 %) (Tabla 7), por lo que se evidencia la efectividad que tuvo el tratamiento

quimico en el control de la enfermedad.



Tabla 7. Porcentajes del tipo de pustulas a los 45 dias

Tratamientos
Tipo de pustula
Quimico Sin Quimico
Chi cuadrado = 7,73
66,7 33,3
1 P-Value = 0,052
44.4° 22,2 . .
Coeficiente de contingencia = 0,4205
2 500 50,0 Cramer’s V = 0,4635
22,2 22,2 Leyenda:
3 60,0 40,0 (a) Porcentaje de fila
33,3 22,2 (b) Porcentaje de columna
0,0 100,0
4
0,0 33,3

Al realizar la evaluacion a los 60 dias los mayores valores de afectacion fueron
observados en las variedades Velasco largo, Cuba Cueto 25-9R, CIAP 7247, BAT 482y
Guama 23 que oscilaron entre 0.60-0.57, predominando en estas variedades las pustulas
4y 5, con un diametro de 300 micras y superiores a 500, frecuentemente rodeadas por
halos cloroticos, comportandose de igual forma a los 75 dias de evaluacién, excepto la
variedad BAT 482 que presentd el mayor valor de afectacion (0.63) en este ultimo
momento. El menor valor de infeccién de la enfermedad lo obtuvo la variedad CIAP-24
con manchas necréticas sin esporulacion (tipo de pustula 2) en los dos momento de
evaluacion (60 y 75 dias) (Tablas 8 y 9), mostrandose diferencias significativas con el
resto de las variedades. En estudios realizados en condiciones similares por Pérez
(2010) el cultivar ICA Pijao mostrd el mayor valor de afectacion y BAT-93 el menor,
resultados que difieren por los alcanzados en este trabajo, donde estas variedades
alcanzaron valores intermedios de la enfermedad, atribuyéndose esta diferencia a la
variacion entre localidades, en dependencia de la diversidad de patotipos de este hongo
fitopatogeno (Llanes, 2005).



Tabla 8. Porcentajes del tipo de pustulas a los 60 dias

Tipos de pustulas

Variedades
TP1-TP2 TP3-TP4-TP5
0,0° 100,0
BAT 482
0,0° 16,7
100,0 0,0
BAT 93
33,3 0,0
50,0 50,0
Mulangri 112
16,7 8,3
0,0 100,0
Guama 23
0,0 16,7
50,0 50,0
Ica Pijao
16,7 8,3
100,0 0,0
CIAP 24
33,3 0,0
0,0 100,0
CIAP 7247
0,0 16,7
0,0 100,0
Cuba C-25-9-R
0,0 16,7
0,0 100,0
Velasco Largo
0,0 16,7

Chi cuadrado = 27,0
P-Value = 0,0007
Coeficiente de
contingencia = 0,655
Cramer’s V =0,8660
Leyenda:

(a) Porcentaje de fila

(b) Porcentaje de columna



Tabla 9. Porcentajes del tipo de pustulas a los 75 dias

Tipos de pustulas

Variedades
TP1-TP2 TP3-TP4-TP5
0,0° 100,0
BAT 482
0,0° 13,3
50,0 50,0
BAT 93
50,0 6,7
0,0 50.0
Mulangri 112
0,0 6,7
0,0 100,0
Guama 23
0,0 13,3
0,0 100,0
Ica Pijao
0,0 13,3
100,0 0,0
CIAP 24
50,0 0,0
0,0 100,0
CIAP 7247
0,0 13,3
0,0 100,0
Cuba C-25-9-R
0,0 13,3
0,0 100,0
Velasco Largo
0,0 13,3

Chi cuadrado = 24,4

P-Value = 0,002

Coeficiente de contingencia = 0,6461
Cramer’s V = 0,8466

Leyenda:

(a) Porcentaje de fila

(b) Porcentaje de columna

Al relacionar los tratamientos con el porcentaje del tipo de pustulas a los 60 y 75 dias
de evaluacion se encontré que en el tratamiento quimico los mayores valores
porcentuales predominaron en el tipo de pustula 1 y en el sin quimico el tipo de pustula

5 (Tablas 10y 11).



Tabla 10. Porcentajes del tipo de pustulas a los 60 dias

Tratamientos
Tipo de pustulas
Quimico Sin Quimico
Chi cuadrado = 10,4
100,0° 0,0
1 P-Value = 0,0342
22,2° 0,0 . _ :
Coeficiente de contingencia = 0,4734
50,0 50,0
2 Cramer’s V = 0,5375
22,2 22,2
Leyenda:
50,0 50,0 : :
3 (a) Porcentaje de fila
22,2 22,2 .
(b) Porcentaje de columna
60,0 40,0
4
33,3 22,2
0,0 100,0
5
0,0 33,3

Tabla 11. Porcentajes del tipo de pustulas a los 75 dias

Tratamientos
Tipo de pustulas
Quimico Sin Quimico
100,0° 0,0
1 5 Chi cuadrado = 12,286
1,1 0,0
P-Value = 0,0153
50,0 50,0
2 Coeficiente de contingencia = 0,5044
11,1 111
Cramer’s V = 0,5842
75,0 25,0
3 Leyenda:
33,3 11,1
(a) Porcentaje de fila
57,1 42,9
4 (b) Porcentaje de columna
444 33,3
0,0 100,0
5
0,0 44,4




Estudios realizados corroboraron lo obtenido por Pérez (2010) quien utilizé fungicidas
como Mancozeb 80 % PH y Orius 25 % CE como preventivo y curativo,
respectivamente, logrando un control de la enfermedad en el mismo periodo de siembra

y evaluacion del experimento.

2.3.3 Influencia de la temperatura y humedad relativa sobre la incidencia y la

nocividad de la roya en las variedades estudiadas.

En la figura 10 se puede apreciar que existe una influencia marcada y diferencial entre
la incidencia y nocividad de la enfermedad en las diferentes variedades con los factores
climéticos. En el mes de marzo se observo un incremento progresivo de la enfermedad
como consecuencia de los factores climaticos. Los porcentajes de afectacion y
nocividad mas altos se correspondieron con las variedades Velasco largo, Cuba Cueto
25-9R, CIAP 7247 y BAT 482, los cuales alcanzaron valores medios superiores a 61 y
15 %, respectivamente, diferenciandose del resto de las variedades. Estos resultados
estuvieron relacionados con valores de temperatura y humedad relativa media que se
registraron en ese momento y que fueron de 22 °C y 74 % respectivamente. En la
variedad CIAP 24, que a pesar de manifestarse condiciones climéticas favorables para la

aparicion de la enfermedad, no se evidenciaron sintomas de infeccion.
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Figura 10. Comportamiento de la temperatura y humedad relativa sobre la
incidencia y nocividad en las variedades estudiadas en EA Ifrain Alfonso



La influencia de la temperatura, como fue demostrado por Vargas (1980), provoca un
incremento de la severidad de la enfermedad y se han observado pérdidas hasta de un
100 %. Con la humedad relativa alta que da lugar a periodos prolongados de rocio (méas
de 10 horas) en la superficie de la hoja, se favorece el desarrollo de este agente
patdgeno por temperaturas moderadamente frescas que van de 14 — 27 °C. Por esta
razon las siembras en noviembre, diciembre y enero son severamente afectadas
(Quintero et al., 2004). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Gonzalez
(1988), Pernezny y Kucharek (1993) y Mayea et al (1994), quienes encontraron que las
condiciones de humedad y temperatura tienen una marcada influencia en la produccién

y liberacion de ureddsporas.
2.3.4 Tamizaje fitoquimico

En la Tabla 12 se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico a los extractos
acuosos de las flores de majagua. Como se observa, se evidenciaron respuestas positivas
para una gran diversidad de grupos funcionales, entre los que se destacaron los
compuestos fendlicos, saponinas, flavonoides, azucares y mucilagos.

Tabla 12. Resultado del tamizaje fitoquimico en el extracto acuoso de las flores de
majagua

Ensayo Metabolito Evidencia Resultado
Espuma saponinas (+)
Shinoda flavonoides color rojo vivo +)
Cloruro ferrico | fenoles negro (+)
Fehling azlicares precipitado rojo (++)
Enfriar mucilagos (+)

Estos resultados se corresponden con los informados en la literatura cientifica para la
especie (Méarquez et al., 1999; Montes et al., 2000).

Por otro lado, la diversidad de metabolitos secundarios presentes en las flores de
Hibiscus elatus fundamenta su empleo como un fungicida natural debido a que se ha
comunicado que los compuestos fendlicos y flavonoides intervienen en los mecanismos

de defensa de las plantas frente a diferentes patdgenos (Avalos y Pérez-Urria, 2009).



Al analizar los resultados de los metabolitos secundarios presentes en las flores de la
especie Hibiscus rosa-sinensis se constata resultados positivos para la saponina,

flavonoides, taninos y fenoles, no asi para los azlcares reductores (Tabla 13).

Tabla 13. Resultado del tamizaje fitoquimico en el extracto acuoso de las flores de
marpacifico

Ensayo Metabolito Evidencia Resultado
Hizo una espuma de mas de | Positivo(+)
) 2 cm aungue desaparecio
Espuma Saponinas con facilidad
Flavonoides Aparece un color amarillo a | Positivo (+)
Shinoda naranja
Taninos y/o | Coloracion azul  (taninos | Positivo (+)
Cloruro férrico Fenoles pirogalotonicos)
Azucares Se torna rojo con un | Positivo(-)
reductores precipitado
Fehling

Desde el punto de vista bioguimico, las plantas han desarrollado dos tipos de
compuestos que tienen que ver con su defensa al ataque de los hongos: los llamados
compuestos antifingicos constitutivos o inhibitinas, los cuales existen en las plantas
estructuralmente para detener la invasion de diversas especies de hongos, y las
fitoalexinas que se producen como respuesta a la infeccion de patdgenos mas
especificos por reacciones bioquimicas rapidas como la hidrélisis enzimatica
(Sepulveda et al., 2003).

Dos de estos compuestos se les atribuyen accion defensiva en las plantas contra

microorganismos patégenos (taninos y/o fenoles) (Tabla 13).

En el caso del tamizaje fitoquimico de las flores de Espatodea se evidencia la presencia
de resultados positivos para las saponinas, flavonoides, fenoles taninos y azlcares
reductores (Tabla 14).




Tabla 14. Resultado del tamizaje fitoquimico en el extracto acuoso de las flores de
espatodea

Ensayo Metabolito Evidencia resultado

Espuma Saponinas Poca cantidad (+)

Shinoda Flavonoides Amarilloso(poco) (+)

Cloruro férrico | fenoles'y verde (+)
taninos

Fehling azlcares Precipitado rojizo (+++)
reductores

Montes et al. (2000) informan acerca de un grupo de compuestos presentes en las
plantas de marpacifico y espatodea involucrados en el efecto antifungico contra

U. phaseoli.

Esto se puede explicar en funcion a que algunos grupos de compuestos antifingicos
como las saponinas, actuan en distintos sitios de la membrana plasmatica
(principalmente sobre los esteroles) y en consecuencia su espectro de accion sobre
hongos fitopatdgenos puede ser amplio (Hoagland, 1999).

La diversidad estructural de los compuestos antifingicos es enorme y solo se conocen
una pequerfia parte de ellos, puesto que las plantas estudiadas representan un porcentaje
sumamente bajo del total de especies de plantas en el planeta (entre 200 000 y 250 000
especies de Angiospermas, segln algunos autores).

Investigaciones sobre la actividad fungicida de extractos vegetales acuosos han sido
realizados por Figueroa et al (1995), quienes probaron los extractos obtenidos de 58
especies de plantas sobre la germinacién de esporas, desarrollo del micelio y proteccién
de granos de maiz contra Aspergillus flavus, y encontraron que los extractos que
inhibieron la germinacién de esporas fueron Chenopodium album (80 %), Ficus
tecualensis (75 %), Raphanus raphinastrum (80 %) y Larrea divaricata (80 %). Estos
concluyeron que los extractos actlan eficientemente sobre los procesos fisiologicos del
hongo.

En este mismo sentido Montes en 1995 prob6 los extractos de 52 especies de plantas
para determinar su efecto sobre la germinacién de esporas, desarrollo micelial y




proteccion de granos de maiz atacados por el hongo Aspergillus flavus. El follaje de las
plantas se secd y pulverizo con los polvos y se elaboraron extractos acuosos al 2 %. Los
resultados mostraron que se redujo la contaminacion de granos de maiz con Psidium
guajava en un 23 %, Rosmarinus officinalis en un 61 %, Coleus blumei en un 40.5 %,
Lantana camara en un 20 % y Coffea arabica en un 43 %, se concluy6 de esta

investigacion que la proteccion del grano se debio a la cobertura del extracto.

Més tarde Montes y Carvajal en 1999, en base a la poca eficacia mostrada por el
fungicida Captan en la proteccion de semilla comercial de sorgo contaminada con
Fusarium moniliforme, prob6 el uso de extractos acuosos, alcoholicos y polvos
obtenidos de apazote, orégano, clavo, canela, tomillo, asi como el bicarbonato de sodio,
sobre semillas contaminadas con el hongo para determinar su accion fungicida, dejando
como testigo al mismo Captan; se observo que los mejores resultados fueron con el
polvo en la combinacion clavo+Bna.

2.3.5 Influencia de los tratamientos sobre las variables cuantitativas que

caracterizan la enfermedad en condiciones de campo.

En la Figura 11 y Tabla 15 se muestran los resultados obtenidos sobre el efecto de la
aplicacion de los tratamientos en la distribucion de la enfermedad e intensidad de la

infeccion provocado por U. phaseoli en diferentes momentos de evaluacion.
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Figura 11. Efecto de los extractos de flores de Hibiscus elatus, Spathodea
campanulata e Hibiscus rosa sinensis sobre distribucion de la roya del frijol en los
diferentes momentos de evaluacion



Tabla 15. Efecto de los extractos de flores de Hibiscus elatus, Spathodea
campanulata e Hibiscus rosa sinensis sobre la intensidad de la roya del frijol en los
diferentes momentos de evaluacion

Tratamientos Intensidad de ataque (%)

39 Dias 53 Dias 67 Dias
Majagua 375b 33,0b 25,7b
Tulipan africano 30,2¢ 23,87 ¢ 170 ¢
Marpacifico 27,8¢ 17,2d 57d
Control estandar 22,8d 125e 4,5d
Control sin extracto 45,7 a 59,7 a 69,5a
EE (¢) 1,86 3,85 2,47

Medias con letras desiguales en el sentido de las columnas difieren para P<0.05

A los 39 dias, el mayor porcentaje de intensidad de ataque y distribucién de la
enfermedad se produjo en el tratamiento control (sin aplicacion de extracto), momento
en el cual se detecto el inicio de la enfermedad, coincidiendo con la fase fenologica de
inicio de la floracion. El resto de los tratamientos mostraron diferencias estadisticas
entre si en cuanto a estas variables evaluadas con excepcién de la intensidad de ataque

para los tratamientos donde se aplico los extractos de tulipan africano y marpacifico.

Debido a la diversidad de la naturaleza quimica de los diferentes agentes alelopaticos,
no existe un mecanismo de accién unico que explique la manera en que éstos afectan a
la planta receptora. Esto se debe a las interacciones sinérgicas y aditivas, lo cual
dificulta determinar la actuacion de cada compuesto. Existen aproximadamente 12 sitios
de accion conocidos de los herbicidas actualmente utilizados en agricultura (Sampietro,
2003).

Alteraciones hormonales. Los compuestos fendlicos pueden reducir o incrementar la
concentracion de Acido Indol Acético (AIA). Monofenoles tales como los acidos
phidroxibenzoico, vainillico, p-cumarico y siringico reducen la disponibilidad de AIA
promoviendo su decarboxilacion. En contraste, muchos di y polifenoles (e.g. los &cidos
clorogénico, cafeico, ferulico y protocatécuico) sinergizan el crecimiento inducido por

AlA suprimiendo la degradacién de la hormona.



Ciertos glucésidos de flavonoides como la naringenina, la 2°,4,4"- trihidroxichalcona y
la floridzina estimulan fuertemente enzimas del tipo AIA oxidasa, involucradas en la
degradacion de auxinas. Los &cidos hidroxamicos 6,7-dimetoxi-2-benzoxazolinona
(DIMBOA) y 6-metoxi-2-benzoxazolinona modifican la afinidad de unién de las
auxinas a sitios receptores de union de las mismas a membrana. Los mecanismos de
accion de los metabolitos secundarios son variables: inhibicién enzimatica por
oxidacion de compuestos, rompimiento de la membrana a través de los compuestos
lipofilicos, intercalado con el DNA de la célula del hongo, formacion de canales iénicos
en la membrana fangica, inhibicion competitiva por adhesion de proteinas microbianas
a los polisacéridos receptores del hospedante (Hernandez-Lazurdo et al., 2007).

Varios compuestos fendlicos inhiben la accion de otras fitohormonas, las giberelinas, ya
sea por unién a la molécula hormonal o por bloqueo del proceso mediado por las
mismas. Se sabe que los &cidos ferdlico, p-cumarico, vainillico y las cumarinas inhiben
el crecimiento inducido por giberelinas. Muchos taninos también lo hacen, provocan
paralelamente una reduccion en la sintesis de enzimas hidroliticas tales como la amilasa
(Campos, 2009) y la fosfatasa acida en endospermo de semillas de cebada. Por otra
parte la cumarina y varios flavonoides tienen actividad antagonica contra el efecto
inhibitorio del ABA y estimulan el crecimiento inducido por el &cido giberélico.

Efectos sobre la actividad enzimatica. Existen muchos compuestos alelopaticos con
capacidad de modificar ya sea la sintesis o la actividad de enzimas tanto in vivo como in
vitro, presentando un efecto dual sobre la misma, provocando un incremento cuando se
encuentran en bajas concentraciones. En la situacion opuesta se observa una reduccién
de actividad.

Plantulas de maiz tratadas con &cido ferdlico mostraron un incremento en los niveles de
enzimas oxidativas (peroxidasas, catalasa y acido indolacético oxidasa) junto con una
elevacion de enzimas de la ruta del acido shikimico tales como fenil alanina amonio
liasa y la cinamil alcohol deshidrogenasa involucrada en la sintesis de compuestos
fenilpropanoides.

Ciertos flavonoides parecen interferir en la organizacion funcional o estructural del
cloroplasto. EI quempferol, por ejemplo, aparentemente actia como un inhibidor de
transferencia de energia, impidiendo la sintesis de ATP.

Efectos sobre respiracion. Entre los compuestos fendlicos el orden de mayor a menor
actividad es quinonas, flavonoides, cumarinas y acidos fendlicos. Las quinonas

sorgoleone y juglona son efectivos inhibidores a muy baja concentracion. Nuevamente



el sorgoleone afecta el transporte de electrones, mientras que la juglona afecta la
incorporacion mitocondrial de oxigeno.

Flavonoides tales como la quercetina, naringenina y umbeliferona inhiben la produccion
de ATP en la mitocondria (Gamez et al., 2001; Pefiuelas et al., 1996).

A los 53 dias, de manera similar a los resultados obtenidos en la evaluacion anterior, se
encontrd el mayor porcentaje de intensidad de ataque y distribucion de U. phaseoli en el
control sin extracto, el cual difiri6 del resto de los tratamientos.

El menor valor de intensidad de ataque de la enfermedad se obtuvo en el tratamiento
donde se aplicé el producto fungicida Orius recomendados para el control de la roya del
frijol en la estrategia nacional fitosanitaria (MINAGRI, 2011).

En el ultimo momento de evaluacion (67 dias), la distribucién de la enfermedad alcanzé
el 100 % en el control sin extracto (Tabla 15), sin embargo en el resto de los
tratamientos estas variables fueron declinando con el tiempo, lo cual puede explicarse al
efecto protector de los extractos de plantas sobre la enfermedad (Figura 11 y Tabla 15).
Al analizar otras variables cuantitativas que caracterizan la resistencia del hospedante a
la enfermedad tales como el nimero de pustulas/hojas y diametro de las pustulas se
hallé diferencias estadisticas entre los tratamientos (Tabla 16).

Tabla 16. Influencia de los tratamientos sobre las variables cuantitativas de la
enfermedad

Tratamientos NUmero de Diametro de la Clasificacion
pustulas/hoja pustula
IBRN
(mm)
(CIAT, 1984)
Majagua 77b 0,47 b 4
Tulipan africano 52 ¢ 0,39 ¢ 4
Marpacifico 26d 0,26d 3
Control estandar 18 e 0,20 e 3
Control sin extracto 105 a 0,64 a 5
EE (2) 3.3 0,016

Medias con letras desiguales en el sentido de las columnas difieren para P<0.05

Los mejores resultados para estas variables se obtuvieron en el testigo estdndar (Orius
25 CE) y los peores en el tratamiento donde no se aplico extracto vegetal.
Entre los extractos acuosos, el que mejores resultados arrojo fue el tratamiento donde se

aplico el extracto de marpacifico, al encontrarse el menor nimero de pustulas por hojas



y diametros de las pustulas. Ambas variables caracterizan la infeccion de este agente
patogeno. Este resultado pudiera explicarse por el efecto inhibitorio del extracto de
Hibiscus rosa-sinensis sobre las estructuras de reproduccién de este hongo fitopatdgeno,
lo cual desde el punto de vista epifitiologico permite una menor dispersion de la
enfermedad en las condiciones de campo al estar presente menos cantidad de indculo.
Este resultado también puede estar influenciado por la actividad antifungica de algunos
aleloguimicos del tipo de los terpenoides, producidos por diversas plantas, que actdan
sobre rutas metabolicas especificas que les confieren a los patdégenos su resistencia a
factores adversos. Por ejemplo, un terpenoide del extracto etandlico de Neem, tiene la
capacidad de afectar la ruta de generacion de melanina en ciertos hongos como
Aspergillus o Rhizopus, lo cual deforma sus esporas e impide que continGen
desarrollandose.
En la literatura cientifica son escasas las referencias que abordan las propiedades
antifingicas de esta especie vegetal para el control de la roya del frijol.
Al analizar el efecto de los tratamientos sobre el rendimiento, se puede constatar en la
Figura 12, que los mejores resultados coinciden con el tratamiento en el que se
asperjaron los extractos acuosos de marpacifico, el cual no difirié del testigo estandar
(Orius 25 CE).
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Figura 12. Efecto de los tratamientos sobre el rendimiento del cultivo

En la literatura consultada se hace referencia a los extractos alelobioticos o

estimuladores del desarrollo vegetal, los cuales son sustancias exdgenas no nutritivas



que inciden en el crecimiento, el desarrollo y la composicion de las plantas. De acuerdo
con la literatura especializada, su funcién puede estar relacionada con grupos
fitohormonales enddgenos, que actdan como retardantes del crecimiento, inductores de
floracién, promotores de madurez y aumentadores de la produccion de biomasa, entre
otros.

Dentro de estos extractos hay algunos que se han hecho a partir de algas marinas cuyos
componentes mayoritarios son compuestos de tipo hormonal, principalmente
citogquininas. Asi mismo, se han estudiado otros extractos como son los del grupo de los
triacontanoles o los brasinolidos.

Todos estos biorreguladores han mostrado incrementos en el rendimiento en diversos
cultivos, aunque se ha manifestado también inconsistencia entre locaciones, genotipos y
fechas de aspersion, lo que ha conducido a dificultades en su uso comercial confiable.
Desde el punto de vista practico estos resultados constituyen punto de partida en el
desarrollo de estrategias para el control de este patdgeno a partir de estos productos
naturales, realizando todas las evaluaciones previas que avalen su uso.

No obstante, se buscan nuevos compuestos de origen natural para el control de este
patdgeno, con el fin de atenuar o eliminar el uso de estos compuestos quimicos y sus
efectos negativos para el medio ambiente, a la vez que resultan una opcion no viable

econdémicamente, para pequefios productores.

3. CONCLUSIONES

1. En la coleccion de frijol estudiada se determiné diferentes grados de resistencia de
las variedades comerciales ante la roya por las dos metodologias empleadas.

2. Se encontro que la metodologia del Centro Internacional de la Agricultura Tropical
(CIAT, 1979) es la mas factible para evaluar la resistencia a la roya del frijol.

3. La enfermedad se manifiesta en las diferentes variedades a partir de los 45 dias y
se incrementa con la edad de la planta.

4. Se encontraron diferencias entre los tratamientos estudiados, en cuanto a la
incidencia de la roya en las diferentes variedades. Los cultivares Velasco largo,
Cuba Cueto 25-9R, CIAP 7247, BAT 482 y Guama 23 presentaron los mayores
valores de intensidad de ataque ante la infeccion por la roya y la variedad CIAP 24
los menores en su tratamiento con quimico y en los tres momentos de la

evaluacion. Valores intermedios de intensidad presentaron las demas variedades.



5.

Valores de temperatura media inferiores a 25 °C y humedad relativa media superior
a 70 % favorecen el proceso de infeccidn en las variedades estudiadas

En las variedades Velasco largo, Cuba Cueto 25-9R, CIAP 7247 y BAT 482 se
registraron los mayores valores de nocividad de la enfermedad y en el cultivar
CIAP 24 el menor valor. El resto de las variedades presentaron valores
intermedios.

El tamizaje fitoquimico de los extractos acuosos de H. rosa-sinensis, H. elatus y

S. campanulata arrojo la presencia de saponinas, flavonoides, taninos y fenoles.

Los extractos acuosos de H. rosa-sinensis, H. elatus y S. campanulata mostraron
actividad antifungica contra U. phaseoli.

El mejor control sobre la roya del frijol y rendimiento agricola del cultivo en

condiciones de campo se obtuvo al emplear el extracto acuoso de H. rosa-sinensis.

4. RECOMENDACIONES

1. Continuar los estudios de evaluacion de la resistencia a la roya de estas

variedades en otras localidades.

2. Utilizar la metodologia del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT,

1979) en la evaluacion de la resistencia de cultivares comerciales de frijol a la

roya comun.

3. Considerar la respuesta de resistencia de la variedad CIAP 24 a la infeccion por

este hongo fitopatdgeno para un correcto manejo varietal en condiciones de

produccion.

4. Cuantificar los metabolitos secundarios presentes en los extractos acuosos

analizados.

5. Evaluar el efecto de concentraciones superiores al 5 % de los extractos acuosos

de estas plantas en el control de la roya del frijol en campo.

6. Iniciar las aplicaciones de los extractos acuosos de estas plantas antes de la

floracion y con un menor intervalo de tiempo para el control de U. phaseoli.
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ANEXOS

Anexo 1

Metodologia de evaluacion de la Roya del frijol.

CIAT (1979): Vivero Internacional de Roya del Frijol. Cali, Colombia, 19pp.

Clasificacion de la reaccion de la planta determinada por las observaciones de campo
del tipo e intensidad de la infeccion de la roya.

En la evaluacién de las introducciones por resistencia a la roya a los 30 y 45 dias
después de la siembra se consideran dos criterios.

a) La intensidad de la infeccion, expresada como el porcentaje del area foliar
cubierta por manchas necréticas o pustulas esporulantes; y
b) el tipo de pustula, con 5 clases de desarrollo.

1. Incidencia (% de infeccion)
2. Caracteristica de la pustula (tipo)

Escala evaluativa

Grado

a9~ W0 N B

Tipos de pustulas

Tipo
1

2
3

Descripcion

0 % de afectacion del area foliar.

5 % de afectacion del area foliar.

10 % de afectacion del area foliar.
50 % de afectacion del area foliar.

> 50 % de afectacion del area foliar.

Descripcion

Inmune. Sin evidencias de infeccion.

Resistente. Manchas necrdticas sin esporulacion.

Moderadamente resistente. Con pustulas formadas, pero
con un didmetro menor de 300 micras.

Moderadamente susceptible. Pustulas formadas con un
didmetro de 300-500 micras.

Susceptible. Pustulas formadas con un diametro mayor de
500 micras y frecuentemente rodeadas por halo
cloroticos.

A la hora de promediar los tipos de pustulas encontrados en los diferentes momentos de
evaluacion, poner el mayor valor.

Los % de Infeccidn se deben promediar, pero los nimeros llevados a decimales.



Inmune (1 -0 %)

Resistentes Intermedio
2-1% 4-1%
3-1% 5-1%
2-5% 4-5 %
3-5% 5-5%
2-10% 4-10 %
3-10% 5-10 %
2-30% 3-30 %
2-40% 4-30 %
2-65% 3-40%
2 —100 % 4-40%
Susceptible

5-30%

5-40%

3-65%

4 -65%

5-65%

3-100%

4-100 %

5-100 %

Anexo 2

Metodologia de evaluacion de la Roya del frijol.

CIAT (1987): Sistema estandar para la evaluacion de germoplasma de Frijol. Cali,
Colombia, 55pp.

Escala 1
1 Altamente resistente: Ausencia a simple vista de pustulas de roya (inmune).

3 Resistente: Presencia, en la mayoria de las plantas, de solo unas pocas pustulas, por
lo regular pequefias, que cubren aproximadamente el 2 % del area foliar.

5 Intermedia: Presencia, en todas las plantas, de pustulas generalmente pequefias o
intermedias que cubren aproximadamente el 5 % del area foliar.

7 Susceptible: Presencia de pustulas generalmente grandes y rodeadas, con frecuencia,
de halos cloréticos que cubren aproximadamente el 10 % del area foliar.

9 Altamente susceptible: Presencia de puUstulas grandes y muy grandes, con halos
cloroticos los cuales cubren mas del 25 % del tejido foliar y causan defoliacion
prematura.



Escala 2

Tipo de pastula: Se utilizan 6 grados para clasificar la reaccion de la planta de frijol
(tipo de pustula) al patdégeno de la roya.

M owobdhe

Inmune 1 (1-

Resistentes 3

2-1%
2-5%
2-10%
2-15%
2-30%
2-40%
2-65%
2-100%

Intermedio 5

4-10%
4-15%
4-20%
4-30%
4-40%
4-65%
5-10%
6-10%

Sin sintomas visibles de la enfermedad

Manchas necroticas sin esporulacion.

Pustulas con esporulacion de menos de 300 micras de diametro.
Pustulas con esporulacion de 300 a 500 micras de diametro, a veces
rodeadas por halos cloroticos.

Pustulas con esporulacion de 500 a 800 micras de diametro,
frecuentemente rodeadas por halos cloréticos.

Pustulas con esporulacion > 800 micras de didmetro, rodeadas por halos
cloroticos.

0 %)

Susceptible 7

5-15%
5-20%
5-30%
5-40%
5-65%
5-70%
6-15%
6-20%
6-30%
6-40%
6-65%
6-70%

Muy susceptible

4-100 %
5-100%
6 — 100%



Anexo 3

Metodologia para el tamizaje fitoquimico de productos naturales.
Introduccion

Para la realizacion del tamizaje fitoquimico se informan en la literatura variados
esquemas de trabajo que comprenden a su vez el uso de diferentes solventes de
extraccion.

Pueden aplicarse varios esquemas de fraccionamiento en virtud de los objetivos de cada
investigacion. El esquema que proponemos para la practica utiliza la extraccion con
solventes de diferente polaridad, ensayandose en cada extracto los metabolitos que de
acuerdo a su solubilidad pueden ser extraidos en estos solventes.

Generalmente puede partirse de 10 a 20 gramos de droga fresca o seca y emplear un
volumen de solvente equivalente a 10 veces el peso de la droga.

La extraccion puede realizarse por maceracion de la droga pulverizada o bien triturada,
por un tiempo entre las 24 y 48 h; o por extraccion en caliente (sohlet o por reflujo) de
2 a 4 h. En este Ultimo caso pueden producirse alteraciones de algunos metabolitos por
la influencia de la temperatura por lo que debera ser muy cuidadoso al seleccionar el
método de extraccion.

Se realizd una maceracion por 24 h del material vegetal con los disolventes éter de
petréleo, etanol y agua en relacion 10/100 (p/v) humectando previamente con
aproximadamente 10 ml de cada disolvente durante 15 min

e Realizar los ensayos cualitativos segun se indica en la siguiente tabla:

Extracto etéreo

Metabolito ensayo Metabolito ensayo
alcaloides Dragendorff coumarinas Baljet
acidos grasos Sudan Il

Extracto etanodlico

Metabolito ensayo Metabolito ensayo

resinas Resinas triterpenos y/o | Liebermann- Burchard
esteroides

saponinas Espuma aminoéacidos Nihidrina
libres

alcaloides Dragendorff coumarinas Baljet

glicosidos Kedde Azucares Fehling

cardiotdnicos reductores

fenoles y/o taninos | Cloruro férrico quinonas Borntrager




flavonoides Shinoda
Extracto acuoso
Metabolito ensayo Metabolito ensayo
saponinas Espuma Azucares Fehling
reductores
flavonoides Shinoda fenoles y/o | Cloruro férrico
taninos
Principios sabor mucilagos Enfriamiento
amargos

Descripcion de los ensayos

Ensayo de Sudan I11:

Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos grasos.
Reactivos: solucion del colorante Sudan 111 o Sudan IV / agua.

Procedimiento: la alicuota de la fraccion en el solvente de extraccion se le afiade 1ml
del reactivo. Se calienta en bafio de agua hasta evaporacion del solvente.

Evidencia:

La presencia de compuestos grasos se considera positiva si aparecen gotas 0 una
pelicula coloreda de rojo en el seno del liquido o en las paredes del tubo de ensayo,
respectivamente.

Ensayo de Dragendorff:

Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides.
Reactivos: reactivo de Dragendorff

Procedimiento: Si la alicuota esta disuelta en un solvente organico, este debe
evaporarse en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1ml de HCI (1%). Si por el
contrario el extracto es acuoso a la alicuota de ensayo se le afiade una gota de &cido
clorhidrico concentrado, se calienta suavemnete y se deja enfriar hasta acidez. A ambas
soluciones acuosas &cida se le afiaden 3 gotas del reactivo de Dragendorff

Evidencia: Se producen complejos insolubles, de tal manera que, si hay opalescencia
el ensayo se considera positivo (+), si turbidez definida (++) y si precipitado (+++).

Ensayo de Baljet:

Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con
agrupamiento lactonico, en particular coumarinas, aunque otros compuestos lactonicos
pueden dar positivo al ensayo.

Reactivos:

Procedimiento: si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse
el solvente en bafo de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (Iml). En
estas condiciones se adiciona 1ml de reactivo

Evidencia: la aparicion de una coloracion se considera (+) y de un precipitado (++).




Ensayo de Borntrager:

Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de quinonas.
Reactivos: NaOH al 5 % en agua
Otros Reactivos que pueden utilizarse: KOH al 5 % en agua 6 NH,OH al 5 % en agua.

Procedimiento: a la alicuota disuelta en cloroformo, (si la alicuota del extracto no se
encuentra en cloroformo, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo
redisolverse en 1ml de cloroformo), se adiciona 1ml del reactivo. Se agita mezclando
las fases y se deja en reposo hasta su ulterior separacion.

Evidencia: el ensayo se considera positivo si la fase acuosa alcalina (superior) se
colorea de rosado a rojo, puede dar un criterio semicuantitativo si la coloracién es
rosada entonces se considera (++), y Si €s roja entonces es (+++).

Ensayo de Liebermann- Burchard:

Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o
esteroides, por ambos tipos de productos poseer un nucleo de androstano, generalmente
insaturado en el anillo B y la posicién 5-6.

Reactivos: anhidrido acético, acido sulfurico

Procedimiento: Para ello si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1ml de cloroformo.
Se adiciona 1ml de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo se dejan
correr 2-3 gotas de acido sulfurico concentrado sin agitar.

Observacion: Para realizar este ensayo no puede haber agua en el medio de reaccion,
pues esta con el acido sulfarico puede reaccionar de forma violenta.

Evidencia: Un ensayo positivo se tiene por un cambio de coloracién:

1. Rosado- azul muy rapido.

2. Verde intenso, visible aunque rapido.

3. Verde oscuro- negro, final de la reaccion.

A veces el ensayo queda en dos fases o desarrollo de color. Muy pocas veces puede

observarse el primer cambio. El tercer cambio generalmente ocurre cuando el material
evaluado tiene cantidades importantes de estos compuestos. Esta reaccion también se
emplea para diferenciar las estructuras esteroidales de las triterpénicas, las primeras
producen coloraciones azul a azul verdoso, mientras que para las segundas se observa
rojo, rosado o parpura. Estas coloraciones pueden variar por interferencias producidas
por carotenos, xantofilas y esteroides saturados que puedan estar presentes.

Ensayo de Resinas:

Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de Resinas.

Procedimiento: adicione a 2ml de la solucion alcohdlica del extracto, 10ml de agua
destilada agite y deje reposar.

Evidencia: La aparicién de un precipitado indica un ensayo positivo.

Ensayo de Fehling:




Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de azUcares reductores
Reactivos: Soluciones A y B mezcladas en iguales cantidades y justo en el momento de
realizar el ensayo

Procedimiento: Para ello si la alicuota del extracto no se encuentra en agua debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1-2ml de agua. Se
adicionan 2ml del reactivo ( A+ B recién preparado) y se calienta en bafio de agua de 5-
10 min.

Evidencia: El ensayo se considera positivo si la solucién se colorea de rojo o aparece
un precipitado rojo.

Ensayo de Espuma:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal
como triterpénicas

Reactivos: -

Procedimiento: si la alicuota se encuentra en etanol, se diluye en 5 veces su volumen
en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5-10min

Evidencia: El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del
liquido de mas de 2mm de espesor o altura y persiste por mas de 2 min,

Ensayo de Cloruro Férrico:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos. Si
el extracto de la planta se realiza en etanol el ensayo determina tanto fenoles como
taninos, Si el extracto es acuoso, el ensayo determina fundamentalmente taninos

Reactivos: solucion de tricloruro férrico al 5 % en solucion salina fisiologica

Procedimiento: A una alicuota del extracto etanolico se le adicionan 3 gotas de una
solucién de tricloruro férrico al 5 % en solucion salina fisioldgica .

Si la alicuota es acuosa entonces se le afiade acetato de sodio para neutralizar y 3 gotas
de la solucién reactiva.

Evidencia: Un ensayo positivo puede dar la siguiente informacion general:

e Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fendlicos en general.

e Desarrollo de una coloracién verde intensa, taninos del tipo pirocatecdlicos.
e Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

Ensayo de Shinoda:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto vegetal.
Reactivos: &cido clorhidrico concentrado
Cinta de magnesio metalico.

Procedimiento: A un mililitro del extracto disuelto en etanol, se le adiciona un
pedacito de cinta de magnesio metalica. Se afiade 0.5 mL de acido clorhidrico
concentrado gota a gota. Después de la reaccidn se esperan 5 min. hasta la aparicion del
color.

- Si no se observan bien los colores se afiade 2 mL de agua y se agita la mezca con 1 mL
de alcohol amilico y se observan los colores en esta fase.



- Si el extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma hasta la adicién del
acido clorhidrico concentrado y se afiade 1ml de alcohol amilico, se mezclan las fases y
se deja reposar hasta que las mismas se separen.

Evidencia: El ensayo se considera positivo cuando aparece una coloracién o el alcohol
amilico se colorea de diferentes colores, intensos en todos los casos.

Los colores estan relacionados con la estructura del flavonoide.

Flavonas Amarillo, Naranja a rojo

Flavonolesy | Amarillo - carmin
Flavononoles

Flavononas | Carmin a magenta

Ensayo de Nihidrina:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de aminoacidos libres o de aminas en
general.

Reactivos: solucion de nihidrina al 2%.

Procedimiento: la alicuota del extracto en alcohol se mezcla con 2ml de la solucién de
nihidrina al 2%. La mezcla se calienta durante 10 min. en bafio de agua.

Evidencia: Este ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un color violaceo.
Ensayo de Kedde:

Fundamento: Permite reconocer la presencia de glicésidos cardiotonicos.
Reactivos: Ay B partes iguales

Procedimiento: Una alicuota del extracto en etanol se mezcla con 1ml del reactivo y se
deja reposar durante 5-10 min. Y se observan los cambios de coloracion.

Evidencia: Un ensayo positivo es en el que se desarrolla una coloracion violacea,
persistente durante 1-2 horas

Ensayo de Mucilagos:

Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de estas estructuras tipo
polisacarido, que forma un coloide hidréfilo de alto indice de masa, que aumenta la
densidad del agua donde se extrae.

Reactivos:-
Procedimiento: una alicuota del extracto en agua se enfria a 0-5 °C durante 15 min.

Evidencia: el ensayo es positivo si la solucién toma una consistencia gelatinosa.
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