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CAPÍTULO 4
4. MATERIALES Y MÉTODOS.

En base a la literatura revisada se plantearon dos hipótesis respecto al efecto que el Butóxido de Piperonilo podría expresar sobre el crecimiento de Mycosphaerella fijiensis. Dichas hipótesis fueron:
1. “El Butóxido de Piperonilo tiene un efecto inhibidor  en el crecimiento de Mycosphaerella fijiensis”.
2. “El Butóxido de Piperonilo modifica el efecto de los fungicidas triazoles sobre el crecimiento de Mycosphaerella fijiensis”.

En base a estas dos hipótesis se ejecutaron experimentos orientados a validarlas. El objetivo general del trabajo fue:

Determinar y Evaluar el efecto del Butóxido de Piperonilo y sus mezclas con fungicidas triazoles sobre el crecimiento micelial de Mycosphaerella fijiensis a partir de sus esporas sexuales y asexuales bajo condiciones de laboratorio.

Los objetivos específicos planteados para satisfacer el objetivo general fueron.

· Establecer curvas de sensibilidad para cada producto evaluado en solitario, en los dos estadios reproductivos del hongo.

· Establecer curvas de respuesta para cada proporción de mezcla PBO:Triazol evaluada en los dos estadios reproductivos del hongo.

· Determinar si el Butóxido de Piperonilo posee acción inhibitoria per se sobre el crecimiento micelial.
· Determinar si el Butóxido de Piperonilo modifica el efecto de los fungicidas triazoles sobre el hongo.
· Determinar la variación, si existiere, del efecto inhibidor de los fungicidas triazoles cuando se prueban en mezcla con el PBO.

· Establecer la mejor proporción de mezcla del butóxido de piperonilo respecto a cada fungicida utilizado.

· Calcular los valores de CI50 y ecuaciones de regresión para todos los tratamientos evaluados.
Los experimentos se realizaron en el laboratorio de Fitopatología del Centro de Investigaciones Biotecnológicas del Ecuador (CIBE), perteneciente a la Escuela Superior Politécnica del Litoral y ubicado en el Campus Gustavo Galindo en Guayaquil. 
4.1. Metodología.-
Todas las metodologías utilizadas se ajustan a protocolos estandarizados utilizados por el CIBE.

4.1.1. Material biológico.- El material biológico utilizado para la realización de los experimentos fueron conidias y ascosporas de Mycosphaerella fijiensis provenientes de plantaciones sin historial de aplicación de fungicidas. Los dos sitios de recolección fueron el sector de Balao en la provincia del Guayas y Valencia en la provincia de Los Ríos. 

Las muestras se colectaron a partir de plantas enfermas escogidas al azar; cada muestra comprendía una o dos hojas que expresaban los síntomas y el signo de la enfermedad. Las muestras fueron transportadas hasta el laboratorio en fundas de papel Kraft.

En el laboratorio, utilizando un estéreomicroscopio se realizó una selección de las zonas de las hojas que presentaban el mayor número de peritecios (cuerpo fructífero que contiene a las ascosporas o esporas sexuales de M. fijiensis) por campo. Estos sectores fueron cortados en cuadrados de aproximadamente 2cm de lado. Una vez que todas las muestras fueron revisadas y seleccionadas, todos los cuadrados obtenidos fueron mezclados aleatoriamente y engrapados en discos de papel filtro de aproximadamente 9cm de diámetro, con el haz de la hoja orientado hacia el papel. Los discos fueron colocados en cámara húmeda a 26ºC durante 48 horas.

Posteriormente, los discos son retirados de la cámara húmeda y colocados en tapas de cajas Petri. Las tapas se colocan sobre las bases de las cajas que contienen medio de cultivo Agar-Agua (AA), de forma tal que el medio queda expuesto al envés de las hojas engrapadas y se mantienen en reposo a temperatura ambiente durante 2 horas para que se produzca la descarga de las ascosporas sobre el medio de cultivo, finalmente se retiran los discos. En este punto, se ha obtenido el material biológico necesario para desarrollar los ensayos con las esporas sexuales del hongo.
Para obtener el material biológico necesario para los ensayos con las esporas asexuales del hongo (conidias), es necesario incubar las cajas que contienen las ascosporas descargadas según lo indicado en el párrafo anterior por 48 horas a 26ºC. Posteriormente, es necesario transferir cada ascospora a medio de cultivo Mycophil Agar; para ello, se utiliza un estéreomicroscopio y un asa de platino muy fina, que permita “pescar” una sola ascospora por vez.

Las ascosporas son incubadas en Mycophil Agar por 7 días a 26ºC, para luego transferir las colonias así formadas a medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA). En PDA permanecerán en incubación por 21 días más. A continuación, las colonias incubadas en PDA son colectadas, picadas y finalmente suspendidas en una solución de agua y TWEEN 20 al 0.005%. La suspensión, es agitada en un vórtex y dispensada ((100l/caja) en cajas Petri que contienen medio de cultivo Jugo de Vegetales V8 Agar (Agar V8). En este medio, las cajas son incubadas por siete días más, a 26ºC y bajo un régimen de 24 horas de luz blanca.
Finalmente, las colonias obtenidas son colectadas en otra solución de TWEEN20 al 0.005% y agitadas en un vórtex. Esta suspensión contiene las conidias o esporas asexuales del hongo, que son el material de siembra para los ensayos en esta fase de los experimentos.

4.1.2. Reactivos de ensayo.- Se utilizaron formulaciones comerciales de fungicidas triazoles para la ejecución de los experimentos. Los ingredientes activos utilizados fueron: Fenbuconazol (INDAR ®), Propiconazol (Strike ®) y Bitertanol (Baycor ®). 
El Butóxido de Piperonilo utilizado fue un concentrado emulsionable de grado técnico elaborado por ENDURA (Italia), bajo el nombre de PB-80 EC-NF. El emulsificante de esta formulación es una mezcla de Dialquilsulfosuccinato de Sodio y Alcoxilato polimérico. 
4.1.3. Medios de cultivo envenenados.- Para evaluar el crecimiento del hongo en sus dos estadíos de reproducción se utilizó la técnica del medio de cultivo envenenado. Para ello, se prepararon diluciones de los productos a probar calculadas para que produzcan la concentración deseada en el medio. Estas diluciones fueron añadidas al medio de cultivo fundente ((60ºC) y homogenizadas, para posteriormente ser distribuidas en las cajas Petri. El volumen de medio envenenado dispensado en cada caja fue de 10ml aproximadamente. El medio utilizado para la evaluación de la fase sexual fue Agar Agua, mientras que para la fase asexual fue Papa Dextrosa Agar.
4.1.4. Siembra e Incubación.- Dos técnicas de siembras fueron utilizadas de acuerdo al estadío reproductivo evaluado. Para la fase sexual, se utilizó la descarga directa de ascosporas desde el material enfermo sobre el medio de cultivo envenenado según se describió en la sección 4.1.1. Para la fase asexual, se dispensaron 100l de la suspensión de conidias preparada según lo descrito en la sección 4.1.1, esta suspensión fue distribuida sobre la superficie del medio de cultivo de forma homogénea.
El período de incubación para los ensayos con ascosporas fue de 48 horas bajo condiciones de oscuridad a 26ºC; mientras que, para conidias fue de 5 días a 26ºC bajo un régimen de 24h de luz blanca.

4.1.5. Medición.- Todas las mediciones se realizaron una vez concluido el período de incubación descrito en la sección anterior. 
Para la medición de la variable longitud del tubo germinativo de las ascosporas se utilizó un microscopio invertido y un micrómetro ocular. El objetivo en el cual se realizaron las mediciones fue de 32x. Se midió el tubo germinativo más largo de 50 ascosporas por tratamiento a partir de cinco cajas Petri distintas que contenían el tratamiento evaluado.
Para los tratamientos de la fase asexual, se midió la variable radio de la colonia utilizando el mismo tipo de microscopio, micrómetro y objetivo mencionado anteriormente. Se realizó la medición de la variable en 50 colonias de cada tratamiento provenientes de cinco cajas Petri que contenían el tratamiento evaluado.
4.2. Procesamiento de Datos.-
Los datos obtenidos de las mediciones fueron procesados para transformar las unidades arbitrarias observadas en micrómetros (m), esto se hizo multiplicando por el factor de conversión 6,9 , correspondiente a un objetivo de 32x, obtenido según la tabla de calibración del Laboratorio de Fitopatología del CIBE.

Las longitudes en micrómetros fueron utilizadas para obtener los porcentajes de inhibición (%inhibición) para cada observación en cada tratamiento. Para esto se comparó la longitud promedio de los tratamientos controles con cada una de las observaciones (cincuenta) de cada tratamiento, según la siguiente fórmula.
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Siendo:
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= Longitud observada en cada unidad experimental  [m]
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= Longitud media del tratamiento control [m]

4.3. Análisis Estadístico.-
Los análisis estadísticos descritos a continuación se realizaron bajo los mismos criterios y supuestos en los ensayos con los dos estadíos reproductivos del hongo.

4.3.1. Descripción General de los Ensayos.- Se desarrollaron dos ensayos orientados a validar las dos hipótesis anteriormente planteadas. 
En primer lugar para determinar si el Butóxido de Piperonilo posee un efecto inhibidor per se sobre el crecimiento de M. fijiensis se desarrolló un ensayo dónde se evaluó el efecto de distintas concentraciones de PBO en el medio de cultivo de M. fijiensis. Este efecto fue comparado con el efecto de tres fungicidas triazoles (testigos convencionales); además un testigo absoluto fue utilizado para calcular el porcentaje de inhibición. El factor evaluado fue “Ingrediente Activo” en cuatro niveles y un testigo absoluto. Este factor se evaluó individuamente en cuatro concentraciones distintas en los niveles correspondientes a los fungicidas triazoles, y en siete concentraciones en el nivel correspondiente al PBO (Tabla 6). 

TABLA 6

	DESCRIPCIÓN DE LOS NIVELES DEL FACTOR INGREDIENTE ACTIVO

	Niveles del Factor Ingrediente Activo
	Concentraciones

	i1 :
	Fenbuconazol
	[0.01],[0.1],[1.0], [5.0]

	i2 :
	Propiconazol
	[0.01],[0.1],[1.0], [5.0]

	i3 :
	Bitertanol
	[0.01],[0.1],[1.0], [5.0]

	i4 :
	PBO
	[0.01],[0.1],[1.0], [5.0],

[10.0], [100.0], [1000.0*]

	Testigo Absoluto

	*No fue posible evaluar esta concentración en los tratamientos con conidias.


La variable evaluada en este ensayo fue el porcentaje de inhibición calculado según se describió anteriormente. La unidad experimental estuvo compuesta por una ascospora germinada o colonia, según el estadío evaluado. Se evaluaron 50 unidades experimentales por cada tratamiento.

Por otra parte, para determinar si el PBO modificaba el efecto de los fungicidas Triazoles sobre M. fijiensis al ser mezclado con estos, se montó un ensayo en el cual una sola concentración de cada Triazol (0.1ppm) fue mezclada en distintas proporciones con PBO. El efecto global fue evaluado y comparado con un testigo fungicida (el efecto del fungicida a la concentración usada) y nuevamente, un testigo absoluto fue utilizado para calcular el porcentaje de inhibición.
Los factores a evaluar en este ensayo fueron “Ingrediente Activo”, en los mismos niveles descritos anteriormente, y “Proporción de Mezcla” en cuatro niveles, con tres testigos fungicidas y un testigo absoluto (Tabla 7).
TABLA 7
	DESCRIPCIÓN DE LOS NIVELES DEL FACTOR PROPORCIÓN DE MEZCLA*

	Nivel

	p1 :
	10 : 1

	p2 :
	20 : 1

	p3 :
	30 : 1

	p4 :
	40 : 1

	Testigo Fenbuconazol [0.1]

	Testigo Propiconazol [0.1]

	Testigo Bitertanol [0.1]

	Testigo Absoluto

	*Las proporciones se expresan como                      Partes de PBO : Partes de Triazol.


La variable evaluada en este ensayo fue el porcentaje de inhibición, calculado como se señaló en la sección 4.2. En este caso, la unidad experimental también estuvo compuesta por una ascospora germinada o colonia, según el estadío evaluado, y así mismo, se evaluaron 50 unidades experimentales por cada tratamiento.

4.3.2. Análisis de Varianza.- Con los datos obtenidos se ejecutaron Análisis de Varianza para identificar diferencias entre tratamientos. En todos los tratamientos, los testigos absolutos no fueron utilizados directamente para los Análisis de Varianza, sino que sólo se usaron para calcular el porcentaje de inhibición en cada observación de cada tratamiento. Para eliminar los términos negativos se sumó el valor de 100 (cien) a cada una de las observaciones. El Diseño Completamente Aleatorizado fue utilizado en todos los Análisis realizados. 
En el primer ensayo se realizaron Análisis de Varianza para buscar diferencias entre los efectos del PBO y de los Triazoles en cada nivel de concentración, de manera individual, según el esquema a continuación.
	Fuente de Variación
	Grados de Libertad

	Tratamientos
	3
	

	Error Experimental
	196
	

	Total
	199
	


Adicionalmente, se realizó otro análisis de varianza para buscar diferencias entre los efectos de las distintas concentraciones de PBO, según el esquema siguiente.
	Fuente de Variación
	Grados de Libertad

	Tratamientos
	6
	

	Error Experimental
	343
	

	Total
	349
	


Para el segundo ensayo se realizó un Análisis de Varianza en arreglo factorial con todos los niveles de los dos factores evaluados, de acuerdo con el siguiente esquema. 
	Fuente de Variación
	Grados de Libertad

	Tratamientos*
	11
	

	
	I
	
	2

	
	P
	
	3

	
	I x P
	
	6

	Error Experimental
	588
	

	Total
	599
	

	* Factor I: Ingrediente Activo

* Factor P: Proporción de Mezcla


Finalmente, se realizó un Análisis de Varianza individual para cada Fungicida para buscar diferencias entre los efectos de las distintas proporciones de mezcla de PBO : Triazol, y el efecto del tratamiento control del fungicida a la concentración base (0.1ppm), según el siguiente esquema.
	Fuente de Variación
	Grados de Libertad

	Tratamientos
	4
	

	Error Experimental
	245
	

	Total
	249
	


4.3.3. Pruebas de Significación.- En todos los Análisis de Varianza realizados, las medias de los tratamientos obtenidas fueron sometidas a la prueba de significación de Tukey, al 5% de probabilidad para identificar rangos de significancia.
4.4. Curvas de Sensibilidad.- 
Adicionalmente a los Análisis Estadísticos, se construyó la curva de sensibilidad para cada Ingrediente Activo evaluado, en el primer ensayo con Ascosporas.
Para la construcción de la curva de sensibilidad se utilizaron ecuaciones de regresión logarítmicas para modelar el comportamiento del ingrediente activo en las distintas concentraciones. Además se calculó la concentración inhibitoria media (CI50) para cada tratamiento.

En los tratamientos con conidias no se realizó este proceso debido a la falta de representatividad de los datos que se pudieran obtener; en estos casos únicamente se construyó una curva de respuesta.
Por otra parte, para el segundo ensayo se construyó una curva de respuesta en base a los porcentajes de inhibición de los tratamientos de dicho ensayo, y se los comparo con la curva testigo del fungicida a la concentración evaluada.
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