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RESUMEN

Se evalud el uso de dos métodos de extraccion fitoquimicos a base de Jengibre (Zingiber
officinale L.), Oreganon (Plectranthus amboinicus) y Ortiga (Urtica dioica), para el
control in vitro de la monilla (Moniliophthora roreri Cif & Par), en el Laboratorio de
Rumiologia en el &rea de Microbiologia, donde se emple6 un disefio completamente al azar
con arreglo factorial 3x2+1 con 7 tratamientos y 4 repeticiones con el propoésito de
identificar el método y extracto mas eficiente sobre el control del hongo M. roreri. Al
analizar el uso de dos métodos de extraccion se observa que el método de maceracion a
base del extracto de Ortiga (Urtica dioica) presentd ser mas eficiente en el control in vitro
de monilla (Moniliophthora roreri Cif & Par), de la misma forma el T7 (Maceracion de
Ortiga) predomind de los demas tratamientos al presentar el menor crecimiento radial del
hongo con 12,75 mm a las 168 horas de siembra, mientras que el mayor porcentaje de
inhibicién del hongo sobre el control fangico de la monilla lo presenta el método de
extraccion de infusidn con 76,69% y en cuanto al extracto el mas eficiente fue la ortiga con
84,09% de inhibicidn.

Palabras claves: métodos de extraccion, extractos fitoquimicos, jengibre, oreganon,

ortiga, in vitro, PDA.
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ABSTRACT AND KEYWORDS

Was assessed using two methods of extracting phytochemicals from ginger (Zingiber
officinale L.), Oregandn (Plectranthus amboinicus) and nettle (Urtica dioica), for the in-
vitro control of the monilla (Moniliophtora rorreri Cif & Par), in the Laboratory of
Rumiologia in the area of Microbiology, where a design was used in accordance with
randomized factorial 3 x 2 + 1 with 7 treatments and 4 replications with the purpose of
identifying the method and extract more efficient control of the fungus M. roreri.
Analyzing the use of two methods of extraction is observed that the method of maceration
with stinging nettle (Urtica dioica) extract He appeared to be more efficient in controlling
in-vitro monilla (Moniliophtora rorreri Cif & Par), in the same way the T7 (maceration of
nettle) It dominated other treatments to lower radial growth of the fungus with 12.75 mm
to the 168 hours of planting, while the largest percentage of inhibition of the fungus on the
fungal control the monilla presents this infusion with 76,69% and in terms of the summary

extraction method the most efficient was ortiga with 84,09% inhibition.

Key words: extraction methods, phytochemical extracts, ginger, oregano, nettle, in vitro,
PDA.
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CODIGO DUBLIN

Titulo: “Uso de dos métodos de extraccion fitoquimicos a base de
Jengibre (Zingiber officinale L.), Oreganon (Plectranthus
amboinicus) y Ortiga (Urtica dioica), para el control in vitro de la
monilla (Moniliophthora roreri Cif & Par)”.

Autor: Kevin Saul Freire Segura
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Editorial: Quevedo: UTEQ,2017

Resumen: | Se evaluo el uso de dos métodos de extraccion fitoquimicos a base

de Jengibre (Zingiber officinale L.), Oreganon (Plectranthus
amboinicus) y Ortiga (Urtica dioica), para el control in vitro de la
monilla (Moniliophthora roreri Cif & Par), en el Laboratorio de
Rumiologia en el area de Microbiologia, donde se empled un
disefio completamente al azar con arreglo factorial 3x2+1 con 7
tratamientos y 4 repeticiones con el propdésito de identificar el
método y extracto mas eficiente sobre el control del hongo M.
roreri. Al analizar el uso de dos métodos de extraccion se observa
que el método de maceracién a base del extracto de Ortiga
(Urtica dioica) present6 ser mas eficiente en el control in vitro de
monilla (Moniliophthora roreri Cif & Par.), de la misma forma el
T7 (Maceracion de Ortiga) predomind de los demas tratamientos
al presentar el menor crecimiento radial del hongo con 12,75 mm a
las 168 horas de siembra, mientras que el mayor porcentaje de
inhibicién del hongo sobre el control fangico de la monilla lo
presenta el método de extraccion de infusion con 76,69% y en
cuanto al extracto el més eficiente fue el de ortiga con 84,09% de

inhibicion.
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Palabras claves: métodos de extraccién, extractos fitoquimicos,
jengibre, oreganon, ortiga, in vitro, PDA.

Was assessed using two methods of extracting phytochemicals
from ginger (Zingiber officinale L.), Oreganén (Plectranthus
amboinicus) and nettle (Urtica dioica), for the in-vitro control of
the monilla (Moniliophthora roreri Cif & Par), in the Laboratory
of Rumiologia in the area of Microbiology, where a design was
used in accordance with randomized factorial 3 x 2 + 1 with 7
treatments and 4 replications with the purpose of identifying the
method and extract more efficient control of the fungus M. roreri.
Analyzing the use of two methods of extraction is observed that
the method of maceration with stinging nettle (Urtica dioica)
extract He appeared to be more efficient in controlling in-vitro
monilla (Moniliophthora roreri Cif & Par), in the same way the T7
(maceration of nettle) It dominated other treatments to lower radial
growth of the fungus with 12.75 mm to the 168 hours of planting,
while the largest percentage of inhibition of the fungus on the
fungal control the monilla presents this infusion with 76,69% and
in terms of the summary extraction method the most efficient was
ortiga with 84,09% inhibition.

Key words: extraction methods, phytochemical extracts, ginger,

oregano, nettle, in vitro, PDA.
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es uno de los cultivos mas importantes para el Ecuador,
atendiendo con su produccion el 5% de la demanda mundial, siendo uno de los cultivos
tradicionales de interés comercial, social y econdémico en la provincia de Los Rios (1). La
importancia de este radica en que se cultiva desde época de la colonia ademés de formar
parte de la cadena agricola, por su participacion en los productos de exportacién no

petrolera y el gran numero de derivados con valor agregado (2,3).

Sin embargo, la productividad del cultivo de cacao se ha visto afectada en los Gltimos
tiempos debido a las afecciones de naturaleza fangica, que combinadas con los cambios
climaticos provoca enfermedades de alto impacto como la Monilla, la cual ocasiona

grandes pérdidas econdmicas a los productores cacaoteros (4).

La monilla es causada por el hongo Moniliophthora roreri que infecta exclusivamente a
frutos jovenes de cacao y de otras especies afines, ataca directo a las semillas que son el
producto de interés comercial, pues su rapida diseminacion y los graves dafios que ha
causado en once paises tropicales han incrementado la preocupacion a otros continentes
(5), este hongo se encuentra actualmente en una fase invasiva y ha ampliado recientemente
su area geogréfica (6,7), la enfermedad es econdmicamente perjudicial en diversos paises,
como Ecuador (8), Costa Rica (9), Pert (10) y Honduras (11), ya que el dafio producido a
gran escala podria resultar una eventual propagacion de M. roreri en los diferentes paises

productores de cacao.

Actualmente no existe informacién suficiente, sobre el ciclo de vida del patdgeno,
métodos o estrategias de control bioldgico sobre este, por lo que surge realizar
investigaciones que aporten conocimientos en la formacion de nuevas bases relacionadas a

esta area (12).

Se muestra interés en el uso de extractos vegetales como alternativa de control en la
monilla, ya que las plantas contienen principios activos en sus 6rganos, los cuales extraidos
y aplicados en forma adecuada, producen efectos positivos que permiten el manejo de

plagas y microorganismos fitopatogenos (13), ademas de brindar alternativas en el control
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biolégico de la monilla, pues los altos costos de funguicidas sintéticos repercuten en la

economia de los productores y terminan causando contaminacion a nivel ambiental (14).

Es por ello que se planted realizar esta investigacion con el fin de desarrollar dos métodos
de extraccion obtenidos de Jengibre (Zingiber officinale L.) Oreganon (Plectranthus
amboinicus) y Ortiga (Urtica dioica ) como control bioldgico sobre la monilla en cacao, de
modo que se verifique la efectividad de los extractos vegetales, los cuales puedan
incorporarse en una alternativa de control organico en el cacao y asi abaratar costos a los

productores generando un bajo impacto ambiental sobre el cultivo.



CAPITULO |

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema.

El cultivo de cacao presenta problemas en su produccion debido a las enfermedades,
principalmente la presencia del hongo M. roreri causante de pérdidas en mazorcas de la
huerta hasta el 80% de la produccién (15). EI control quimico ha causado durante mucho
tiempo afectaciones tanto a la salud de las personas que manipulan estos productos
agroguimicos como a quienes consumen los diferentes tipos de derivados del cacao. Asi
también presenta desventajas como en el factor economico porque la mayoria de los
pequefios productores no estan en capacidad econdmica de acceder a estos productos
sintéticos. A mas de que el control quimico causa severos dafios a la salud, también la falta
de capacitacion al productor sobre cémo manipular y realizar correctamente las

aplicaciones son un potencial riesgo para la salud humana y ambiental.

Diagnostico.

Entre muchas enfermedades fungicas que ataca el cultivo del cacao esta la monilla,
considerada como una de las enfermedades mas severas que ha causado enormes pérdidas
econdmicas a los productores durante muchos afios en especial en la época del invierno.
Esta enfermedad se desarrolla cuando se encuentra en un ambiente favorable (humedad
80% — temperatura 10 — 20 °C). La monilla ha causado un alto costo de produccion, baja
rentabilidad debido a los bajos precios, causando severas pérdidas a los productores y

deterioro ambiental

Pronéstico.

La obtencion de los extractos vegetales puede verse afectado si no se realiza correctamente
la extraccién, asi como también se puede contaminar el medio de cultivo mediante la

realizacion del trabajo.

1.1.2. Formulacion del problema.

e ;Sera posible inhibir el crecimiento del hongo M. roreri en condiciones controladas

con la aplicacion de extractos vegetales?



1.1.3.

1.2.

1.2.1.

Sistematizacion del problema.

¢Cual sera el método de extraccion fitoquimico mas eficaz que asegure el control
del hongo M. roreri?

¢ Cuanto sera el crecimiento radial del hongo inoculado en los tres extractos
vegetales?

¢Cuanto sera el porcentaje de inhibicion del hongo M. roreri?

Objetivos.

Objetivo General.

Evaluar el uso de dos métodos de extraccion fitoquimicos a base de Jengibre (Zingiber

officinale L.), Oreganon (Plectranthus amboinicus) y Ortiga (Urtica dioica), para el

control in vitro de la monilla (Moniliophthora roreri Cif & Par).

1.2.2.

Objetivos Especificos.

Identificar el método de extraccion fitoquimico mas eficiente en el control in vitro
de la monilla.

Analizar el crecimiento radial del hongo M. roreri inoculado en los tres extractos
vegetales.

Evaluar el porcentaje de inhibicion del hongo M. roreri en el control fangico de la

monilla con extractos vegetales.



1.3. Justificacion.

Se requiere realizar la investigacion debido a que la produccion cacaotera ha sido afectada
durante décadas por este problema y es importante realizar investigaciones enfocadas en
alternativas organicas para el control de esta enfermedad que perjudica a los productores y

al deterioro del ambiente, debido al uso de fungicidas quimicos.

Teniendo en cuenta las pérdidas economicas que se presentan en el cultivo de cacao a
causa del hongo M. roreri, se motiva a la investigacion exploratoria usando alternativas
orgénicas para el control de esta enfermedad en condiciones in vitro, en este caso la
extraccion de las propiedades anti-fungicas del Jengibre Zingiber officinale L., Oreganén
(Plectranthus amboinicus) y Ortiga (Urtica dioica ), las cuales se someteran a diferentes

tipos de extraccion para identificar el extracto y el método de extraccion mas eficaz.

Desde el punto de vista metodoldgico se realizard la investigacion con metodologias

tedricas y practicas para analizar la situacion existente en el campo.

Esta investigacion tiene como propoésito dar alternativas orgéanicas para el control de esta
enfermedad de manera eficaz reduciendo las pérdidas econdmicas. La investigacion
beneficiard de manera directa a los productores de cacao ya que obteniendo buenos

resultados tendra aceptacion para el control de la monilla.



CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION.



2.1. Marco conceptual.

Epidemiologia.

Estudio de poblaciones de patogenos en poblaciones de hospedantes y de la enfermedad
resultante de esta interaccion, bajo la influencia del medio ambiente y la interferencia
humana (16).

Fungicida.

Es un tipo particular de plaguicida que controla enfermedades fungicas perjudiciales en las

plantas, inhibiendo o eliminando al hongo que causa la enfermedad (17).
Monilla.

Enfermedad causada por el hongo Moniliophthora roreri que infecta exclusivamente a

frutos jovenes de cacao, ocasionando grandes pérdidas al cultivo (5).

Extracto vegetal.

Es un preparado liquido en el cual se concentrar los principios activos de las plantas o
vegetales, cuya accion sirve para ser aplicado contra plagas, o enfermedades que generen
dafos (18).

Jengibre.

El jengibre (Zingiber officinale L.) es una planta de la familia de las zingiberaceas, cuyo
tallo subterrdneo es un rizoma horizontal muy apreciado por su aroma y sabor picante. La

planta llega a tener 90 cm de altura, con largas hojas de 20 cm (19).

Ortiga.

Planta arbustiva perenne, dioica, de semblante tosco y que puede adquirir hasta 1,5 m de
altura. Una particularidad de esta planta es poseer unos pelos urticantes. Tienen la forma de
pequefiisimas ampollas de un liquido irritante, que al contacto con la piel provocan una

lesion y dispersan su contenido sobre ella induciendo ronchas, escozor y prurito (20).



Oregandn.

Planta herbécea o sufruticosa, perenne, rizomatosa, cuyas hojas y sumidades floridas se
aplican en el campo farmacéutico debido a las propiedades tonicas, amargoexcitantes,

antisepticas, diuréticas y antiespasmodicas (21).
In vitro.

Del latin dentro del vidrio, que indica una técnica para realizar un determinado fin bajo
condiciones estériles y estas pueden ser de plantas, semillas, embriones, O6rganos,

explantos, células y protoplastos.



2.2. Marco referencial.

2.2.1. El cacao (Theobroma cacao L.).

El cultivo de Cacao (Theobroma cacao L.), fue iniciado por los indigenas en México y
Centroamérica, mucho antes del descubrimiento de América. Lo consumian como una
bebida Ilamada xocoatl, que al principio por su sabor amargo no agrado a los esparioles:
Sin embargo para el afio 1550 estos afiadieron dulce y vainilla al chocolate lo que hizo que
el uso y demanda de esta pepa se extendiera por todo el mundo (22).

Tabla 1. Taxonomia del Cacao.

REINO Plantae
SUBREINO Tracheobionta
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
SUBCLASE Dilleniidae
ORDEN Malvales
FAMILIA Sterculiaceae
SUBFAMILIA Byttnerioideae
GENERO Theobroma
ESPECIE cacao

FUENTE: ALARCON (22).

El cacao es considerado como uno de los cultivos perennes mas importantes del mundo y
es explotado comercialmente para la produccion de semillas principalmente destinadas a la
fabricacion de chocolate, ademas de su gran potencial en las industrias alimentaria,
cosmética y farmacéutica. La produccion mundial del grano de cacao ha decaido debido a
cambios en las condiciones de clima de las principales zonas productoras como Africa
Occidental y Sudamérica, problemas fitosanitarios, falta de inversion, envejecimiento de

las plantaciones e inadecuada fertilizacion (23).

El grano de cacao se extrae de la baya ovoidea grande, que es el fruto caulinar del arbol de

cacao, Theobroma cacao es originario de la cuenca alta del Amazonas. El arbol es de
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tamafio mediano, aunque puede alcanzar hasta unos veinte metros de alto.
Tradicionalmente, el cacao es cultivado en los paises productores y vendidos a la
exportacion en forma de habas. La transformacion del cacao para la fabricacion de
productos terminados o semi acabados (manteca de cacao, licor de cacao, cacao en polvo,
chocolate, etc.) se efectia en los paises importadores. Sin embargo, ciertos paises
productores tales como Costa de Marfil, Ghana, Nigeria y Brasil se lanzan desde hace
algunos afios a la trituracion local de su produccion a fin de gozar de una plusvalia a la

exportacion (24).

2.2.2.1. Descripcién botanica.

Planta. El cacao, Theobroma cacao es una planta de la familia de las esterculiaceas, planta

de hasta 20 metros de altura cuando crece libremente bajo la sombra (22).

Raiz. La principal es pivotante 0 sea que penetra hacia abajo, especialmente en los
primeros meses de vida de la planta puede crecer normalmente entre 120 a 150 cm. Luego
nacen muchas raices secundarias. La mayoria de las raicillas funcionales del &rbol, se

encuentran en la superficie del suelo (25).

Tallo. Es recto y se puede desarrollar en formas muy variadas, segun las condiciones
ambientales, y manejo de la plantacion. Por lo general, el cacao clonal, que proviene de
una ramilla un acodo o un injerto, en cuyo caso la planta toma otra forma, sin un tallo
principal. Si se le deja crecer libremente, la planta emite chupones. Este chupon adquiere el
papel del tallo principal crece vigorosamente, con el tiempo elimina el molinillo verticilo

del piso anterior del que sale (25).

Hojas. Son simples, enteras y pigmentadas, variando mucho el color de esta pigmentacion,
la mayoria es de color verde bastante variable. Algunas plantulas tienen hojas tiernas bien
pigmentadas (coloreadas) que pueden llegar a ser de un color marron claro, morado o
rojizo; también las hay de color verde palido (casi sin coloracion). El tamafio de la hoja

varia mucho, con una alta respuesta al ambiente (26).

Flores. Sus flores son pequefias, aparecen en pequefios racimos que se forman en el tronco
y en las ramas mas viejas, la flor tiene cinco pétalos, cinco estambres y un pistilo. Solo una
treintena de las aproximadamente 6000 flores que se abren durante el afio llegan a formar

semillas. Estas, llamadas a veces habas del cacao, estan encerradas en una mazorca (26).
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Los frutos. Son una drupa bastante grande, le sostiene un pedinculo no muy largo pero
robusto, que se origina del crecimiento del pedicelo de la flor. Los frutos tienen cinco
I6culos y cada léculo tiene dos partes formados por dos surcos interno, lo que en algunos
es evidente y en otros casi ha desaparecido. El color de los frutos varia notablemente desde
casi blancos y verdes hasta colores morados bien fuertes, también hay combinaciones de

colores morados con verdes especialmente diferenciando lomos y surcos (27).

Semillas. Estas son de forma oblonga y pueden variar mucho en tamafio. Algunas, en la
parte més larga son redondeadas como en el caso del cacao tipo Criollo y del Nacional de
Ecuador otras son bastante aplanadas como en el caso de los Forasteros. Tienen un
recubrimiento o cuticula que protege a los cotiledones y en la parte exterior esta el
mucilago que permite la fermentacion de las semillas. El color de la semilla también es
muy variable desde un blanco ceniciento, blanco puro, hasta un morado oscuro y todas las
tonalidades (27).

2.2.2. Importancia economica del cacao en Ecuador.

El cultivo de cacao ha tenido una enorme trascendencia como fuente de ingreso de divisas
para el Pais, principalmente en el siglo pasado, cuando las plantaciones se encontraban en
sus mejores afios de vida y sin problemas de enfermedades; siendo asi que por el afio de
1911 con volimenes de exportacion en el orden de 46000 toneladas, nuestra exportacion
significo el 20% de la produccion mundial y el 75% de total de divisas que ingresaron al

pais provenientes de la exportacion de productos agricolas (28).

Mientras (28), menciona que en el transcurso del tiempo la productividad de cacao
disminuyo considerablemente debido a la aparicion de las enfermedades de Monialisis en
1915 y Escoba de Bruja en 1918, las mismas que causaron pérdidas de més del 80% de la
produccién, azotando las plantaciones de cacao en el Ecuador a tal punto que en 1940

nuestro nivel de exportacidn paso a ser el 2% de la produccién mundial.

Ademas el Ecuador es el primer productor mundial de cacao (Theobroma cacao L.) de alta
calidad, conocido en los mercados internacionales como Sabor Arriba, sin embargo aun
existen graves problemas en la produccion de cacao debido al inadecuado y escaso manejo
agrondémico de las cacaoteras, como también el uso de materiales genéticos de baja

productividad y alta susceptibilidad a enfermedades (29).
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2.2.3. Monilla.

2.2.3.1. Origen.

En un principio se considero que Ecuador era el centro de origen de la enfermedad, pues en
esa época (1917), el fitopatdlogo J. B. Rorer viajo desde Trinidad hasta Ecuador
recolectando muestras en busca de una explicacion a la reduccion que se presentd en la
produccién cacaotera. Las muestras fueron enviadas al investigador R. E. Smith en la
Universidad de California, el cual determiné que la enfermedad era causada por el

patégeno Monilla (30).

En 2005, se considerd que la Monilla del cacao tuvo su origen en 1817 en el departamento
de Santander (Colombia) y en Antioquia se registrd6 en 1851, pues en el 2007 se
encontraron reportes de la enfermedad en 1832, 1850 y 1956 en Norte de Santander, y

1916 y 1949 en Antioquia que apoyan la hipotesis anterior (5).

Asi en un trabajo méas reciente, en estudios genéticos basados en polimorfismos de
fragmentos largos amplificados (AFLP) y datos de secuencias intergénicas (ITS)
encontraron una alta diversidad genética de M. roreri, lo que aumenta las evidencias para

sefialar a Colombia como la region de origen (31).

2.2.3.2. Morfologia.

Este hongo (Moniliophthora roreri) caracteriza por ser mitosporico dentro de los
Agaricales, estudios realizados por microscopia electrénica revelaron que este hongo
presenta una Unica es permatogénesis basipetal, como en Monilia (antiguo termino referido
al género Moniliophthora) y posee septos doliporos en el micelio. Esto fue considerado

como el estado mitdtico (anamorfo) de un basidiomycete (32).

En estudios citoldgicos se ha observado que las conidias han sido postuladas a servir como
meiosporas; lo que sugiere que estas esporas representan un basidum modificado el cual
perdio la forma, espesor y carnosidad del basidiocarpio, formando solo un pileus vestigial.
Las esporas son multifuncionales y sirven no solo para el intercambio genético sino

también para la dispersion, infeccion y sobrevivencia (33).

13



2.2.3.3. Sintomatologiay ciclo de vida.

En zonas de cultivo de cacao, la infeccion se presenta en la superficie de los frutos y en
cualquier fase de desarrollo vegetativo, sin embargo la susceptibilidad més alta se observa
en los primeros estados de desarrollo del fruto (34).

Una vez que penetra el fruto, el patdgeno se desarrolla intracelularmente e invade las
células del parénquima cortical, esta fase es considerada el periodo méas largo de
incubacion de la enfermedad (35). Con el tiempo los sintomas aumentan en severidad y
favorecen el crecimiento del patdgeno el cual, finalmente, después de varios meses de la
inoculacion, es facilmente observado en la superficie del fruto donde produce
anormalidades de formas geométricas y protuberancias o tumores (32,36)

Las condiciones ambientales también juegan un rol fundamental en el avance de M. roreri;
El ciclo se inicia en el momento que la humedad ambiental es baja (época seca), donde se
generan millones de esporas. Luego, estas conidio esporas son diseminadas por el viento y

la lluvia las depositan en la superficie de las hojas y frutos del hospedero (34).

Los conidios germinan en ambientes hiUmedos y a temperaturas superiores a 24 °C, en un
lapso de seis a ocho horas, seguido por la penetracion en la epidermis usando las hifas
infectivas. Es asi como las hifas se dirigen hacia los tejidos centrales (mesodermo y
semillas) para inducir la produccién de proteinas relacionadas con la necrosis, provocando

la muerte del tejido interno y posteriormente, el externo (36,37).

El hongo permanece como una espora asexual en las mazorcas viejas enfermas, entre la
estacion humeda y seca, se cree que en Ecuador el viento es el principal agente de
dispersion (38).

2.2.3.4. Impacto econémico.

Esta enfermedad fUngica ataca solamente los frutos del cacao y se considera que constituye
uno de los factores principales por ser un limitante en la produccion del cultivo, ya que sin
la existencia de un control, la enfermedad puede provocar pérdidas que oscilan entre un 16
y 80% de la produccion. La severidad del ataque de la monilia varia segln la zona y época
del afio, de acuerdo con las condiciones del clima; aparentemente las temperaturas altas

son mas favorables para la diseminacion del hongo (39).
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2.2.4. Métodos de control.

Existen diversas técnicas de manejo que permiten realizar un control parcial de la
enfermedad, pues todas tienen como objetivo eliminar por completo el indculo del
patégeno, sin embargo sélo alcanzan a reducir los dafios. Los métodos usados varian so6lo
en el proceso y la herramienta base, otorgando un nombre segin el modo de aplicacion
(40).

2.2.4.1. Control cultural.

Este método de control consiste en realizar podas frecuentes y ligeras a los arboles,
controlar la sombra del cultivo y remover los frutos con sintomas para su posterior
incineracion (41). Adicionalmente se propuso una frecuencia con la que se deberian hacer
las remociones de los frutos, teniendo en cuenta los sintomas de la enfermedad, la época
del afio y la metodologia de poda (42,43).

Luego se recomendo realizar la remocion de frutos con sintomas cada siete dias, evitando
de esta manera que el hongo alcanzara la fase de esporulacion y diseminacion de sus
esporas a frutos sanos (44). Y finalmente se recomendd hacer podas de mantenimiento,
por lo menos dos veces al afio, justo después de la cosecha para incrementar el nimero de

flores y frutos en los arboles (45).

Ademas las practicas de cultivo conducen a una modificacion del ambiente, tornandolo
inapropiado para el desarrollo de la enfermedad el cual se basa en la realizacion de podas,
regulacion de sombrio permanente, sistemas de drenaje, control de malezas, remocion de

frutos y tejidos enfermos, cosecha oportuna, fertilizacion (39).

2.2.4.2. Control quimico.

El uso de fungicidas ha sido sugerido para controlar la moniliasis del cacao en diversos
lugares, sin embargo en la mayoria de los casos se considera que son poco efectivos

ademas de los altos costos (39).

Sin embargo para el control de la Monilla, se han empleado productos protectantes, los
cuales han mostrado una eficiencia limitada, no obstante se han venido enriqueciendo con
sulfato de cobre en dosis de 2 kg/ha y protectantes organicos, lo que muestra reduccion en

la incidencia de la enfermedad (45).
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Pero estos productos deben ser aplicados en cultivos con alta densidad y semanalmente
durante un periodo de tres meses cuando se ha iniciado los picos mas altos de floracién
(46), por otro lado los fungicidas sistétmicos pueden mejorar la eficiencia en el control de

M. roreri, pero incrementan los costos de produccién en el cultivo (47).

En cultivos de alto rendimiento las aplicaciones de Bayleton en dosis de 60 ml/bomba han
mostrado buenos resultados para el control de este patdgeno (48), No obstante (49) indica
que para el manejo de epidemias, actualmente se recomienda aplicar Azoxystrobin en dosis
de (250 g/ha, de ingrediente activo) en los frutos con menos de dos meses de edad y
posteriormente a esto, asperjar el cultivo con hidroxido cuprico (1500 g/ha) distribuidos

durante tres meses para reducir la incidencia de la enfermedad.

2.2.4.3. Control bioldgico.

Este control se basa en la implementacidén de organismos vivos (microorganismos) como
herramientas base en la erradicacion o reduccién del indculo de un patdgeno. Se emplean

organismos antagonistas nativos para la inhibicion del crecimiento del patégeno (50).

Este tipo de control debe ser utilizado conjuntamente con otros métodos (51). En Per( por
ejemplo, se encontraron resultados promisorios utilizando una combinacion de
Trichoderma sp., Clonostachys rosea y C. byssicola para controlar M. roreri (52). En
cambio en el pais de Colombia se reportan inhibiciones hasta de 95% en el crecimiento
bajo condiciones de laboratorio de M. roreri con diferentes cepas controladoras de

crecimiento como Trichoderma sp. (53).

Tambien implica el empleo de enmiendas que potencien los microorganismos antagonistas
nativos presentes en condiciones naturales. Como en el caso de los microorganismos
antagonistas que actdan inhibiendo el crecimiento del patdgeno ya sea por produccion de
antibidticos o toxinas y mediante el parasitismo de las estructuras del patégeno
directamente. Otra forma de actuar de estos microorganismos es la competencia por

espacio o nutrientes, lo cual tambien limita el crecimiento del patogeno (50).
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2.2.4.4. Control genético.

El control de enfermedades fdngicas utilizando clones resistentes es, sin duda, la
alternativa mas atractiva y oportuna para los agricultores, pues a traves de este método se
reducen drésticamente los costos de produccion del cultivo y se favorece el medio

ambiente por la accion no contaminante (54,55).

Este consiste en implicar la identificacion y seleccion de materiales vegetales o plantas con
cierto grado de resistencia a la enfermedad, ya sea que esta resistencia se haya adquirido
por seleccidn natural o ingenieria genética. La resistencia, al igual que otras caracteristicas,
pueden ser cuantitativas o cualitativas pues la seleccion de los materiales se debe realizar
de acuerdo con la resistencia cuantitativa, definida como una resistencia que varia entre
varios fenotipos de una poblacion de plantas, la cual puede ir desde imperceptible (solo
una leve reduccion del crecimiento del patdgeno) a muy fuerte (poco crecimiento del

patdgeno) (43).

No obstante hasta la fecha se han desarrollado muy pocos genotipos alta-mente resistentes
a las infecciones, lo que indica que gran parte de la poblacién vegetal actual contiene
genotipos débiles, altamente vulnerables a infecciones por patégenos (50,56). Y para
minimizar este riesgo, dependiendo del sitio de cultivo, es necesario seleccionar clones de

cacao adecuados con la zona o lugar en que se desea hacer la referencia.
2.2.5. Practicas para manejo de Monilla.

Se incluyen a continuacion algunas practicas sobre el manejo que deberian ser tomadas en

cuenta de sus cultivos con el fin de reducir la incidencia de la enfermedad (57):

e Mantener una altura de plantas menor que 3,5 m.

e Realizar podas de mantenimiento al principio de los periodos secos.

e Retirar del arbol los frutos con sintomas iniciales de la enfermedad, tales como
protuberancias aceitosas y manchas caracteristicas.

e En los meses de mayor fructificacion revisar semanalmente la plantacion,
removiendo frutos con sintomas de infeccion.

e En las demas épocas del afio esta labor debe ser realizada cada dos semanas.
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e Los frutos con sintomas avanzados de la enfermedad deben permanecer sobre el
suelo en el sitio donde caigan y preferiblemente cubrirlos con arvenses u hojarasca.
Algunos agricultores recomiendan adicionar caliza sobre estos desechos.

e En plantaciones jovenes, donde la enfermedad se detecte por primera vez, es
aconsejable remo-ver y enterrar los frutos.

e En zonas boscosas, humedas, bajas y calidas es conveniente esta-blecer
plantaciones hibridas o clones con alto grado de resistencia.

e En cultivos comerciales o en sitios con limitaciones de mano de obra, se
recomienda hacer aplicaciones de productos que contengan cobre como ingrediente
activo, iniciando en los periodos de mayor floracion y formacion de frutos.

e Fomentar las rondas fitosanitarias en dias determinados, con el fin de evitar
contaminaciones por dispersion del patégeno en cultivos en diferentes fincas y

localidades.

2.2.6. Extractos vegetales.

En condiciones in vitro los extractos vegetales inhiben el crecimiento del patdgeno, asi
como la esporulacion y germinacion de sus esporas, de modo que ayudan a controlar las
enfermedades de frutos y hortalizas, sin embargo In vivo, el efecto fungicida de los
extractos vegetales varia en funcion de la metodologia de preparacion del extracto
(solvente, seco, fresco, tiempo de almacenamiento, etc.), especie botanica, 6rgano de la
planta (raices, hojas, semillas, etc.), fecha de cosecha, etc. De modo que la combinacién de
los extractos vegetales con algin otro compuesto natural puede potenciar su actividad
fungicida, por ende a la fecha son escasos los estudios basicos que incluyen el efecto de
extractos vegetales en aspectos moleculares, bioquimicos y morfoldgicos del hospedero y
del patégeno (58).

Este mecanismo de accion es una herramienta Gtil para el control de plagas y
enfermedades, pues tienen un alto potencial para manejar los principales problemas
fitosanitarios de la produccién agricola (59). Como parte de accion de su metabolismo, las
plantas sintetizan componentes denominados como metabolitos secundarios, estas
propiedades quimicas se han investigado ampliamente desde mediados del siglo XIX
(60,61).
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2.2.7. .Control de monilla mediante el uso de extractos vegetales.

En la actualidad, se ha incrementado gradualmente la investigacion en la bdsqueda de
alternativas para el manejo integral de plagas y enfermedades producidas por
fitopatogenos, dado que el uso de plaguicidas quimicos es la causa principal del deterioro
del medio ambiente. Ante esta situacion se busca reducir el uso de plaguicidas sintéticos en
la agricultura mediante el uso vy aplicacion de sustancias natuales para el control de

fitopatogenos (38).

La importancia de las plantas, se debe a que contienen principios activos en algunos de sus
organos, los cuales, extraidos en forma adecuala y administrados en dosis suficiente,
producen efectos curativos que permiten el manejo de microorganismos fitopatdégenos y de
insectos. El estudio de los componentes de las plantas medicinales se centra en las
sustancias que ejercen una accién farmacoldgica sobre los seres vivos. Los principios
activos de las plantas pueden ser sustancias simples (alcaloides) o bien mezclas complejas
(resinas, aceites esenciales, etc.). Otros componentes activos de las plantas son alcaloides,
lipidos, gomas, mucilagos, principios amargos, taninos, aceites esenciales, resinas,
balsamos, oleorresinas, acidos organicos, enzimas y vitaminas. Los productos naturales
pueden ser explorados en varias vias en el desarrollo de nuevos fungicidas para la
agricultura. Los extractos pueden ser usados como un extracto crudo para la aplicacion

directa a los cultivos. (62).

2.2.8. Oreganon (Plectranthus amboinicus).

El Oregandn (Plectranthus amboinicus), es una planta herbéacea perenne, robusta de hojas
carnosas y muy olorosas, cuyo aroma se asemeja mucho al del orégano comun, este
ejemplar posee algunos nombres comunes en diversos paises (orégano francés, menta
mexicana, orégano indio, orégano brujo, etc.), esta planta pertenece al orden Lamiales,
familia Lamiaceae; originarios de las regiones tropicales de Asia Oriental y el Sureste de
Africa (63).
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2.2.8.1. Clasificacion Taxonémica.

Tabla 2. Taxonomia del oregandn.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Plecthrenthus
Especie Amboinicus

FUENTE: AVILA (64)

2.2.8.2. Generalidades.

En la cocina Ecuatoriana, el oregandn es muy utilizado como condimento debido a su
agradable aroma y asi mismo esta planta tiene un uso medicinal por los ancestros del pais
en las generaciones pasadas que se siguen transmitiendo hasta la actualidad, pues se trata
de una planta herbacea, perenne, su altura maxima puede ser de hasta un metro, sus ramas

son muy fréagiles y sus hojas anchas, gruesas que tienen una forma ovalada y vellosas (65).

2.2.8.3. Composicion quimica.

El compuesto quimico en aceite esenciales basados en estudios investigativos, se observa
que posee una mayor cantidad al carvacrol, alrededor del 50,07% en especies cultivadas de
Cuba, de igual manera tiene compuestos aromaticos y oxigenados (66).

Esta planta en la India, sus compuestas quimicos principales son carvacrol (28,65%),
seguido de timol (21,66%), a-humuleno (9,67%), undecanal (8,29%), y-terpineno (7,76%),
p-cimeno (6,46%), oxido de cariofileno (5,85%), a-terpineol (3,28%) y B-selineno (2,01%)
(67).

Los aceites esenciales han sido identificados como metabolitos secundarios de las plantas,
asi se ha relacionado al metabolismo activo de la planta con la cantidad de aceite que
contiene (68), es decir que mientras sea mayor el metabolismo, mayor sera la produccion

de aceite esencial. Generalmente se han encontrado en los aceites esenciales hidrocarburos
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aliciclicos y aromaticos; asi como también derivados oxigenados como son aldehidos,
alcoholes, ésteres y cetonas; sustancias nitrogenadas y azufradas.

2.2.8.4. Mecanismo de accién.

El mecanismo de accién del aceite esencial de orégano frente a los microorganismos, esta
entre las sustancias presentes en el aceite, pues es en este en donde se encuentran diversos
compuestos fendlicos como es el timol y carvacrol, que poseen actividad antimicotica y
antibacteriana. Aunque no es factible decir que su actividad antimicrobiana puede ser
atribuida a solo un mecanismo especifico, existen puntos claves donde estos compuestos
hagan efecto, entre estos puntos tenemos dafio a la membrana citoplasmatica, dafio a la
pared celular, dafio a las proteinas, coagulacion del citoplasma, filtracién del contenido
celular (69).

2.2.8.5. Método de extraccion.

Los aceites esenciales se aislan de la planta entera o de algunas partes especificas, como
son las flores, semillas, brotes, ramas, hojas, corteza, raices, y frutos por varios métodos;
asi tenemos: destilacién de componentes por vapor, fermentacion, extraccion supercritica,
compresion a presion, extraccion por disolventes organicos facilmente volatiles o fitosoles
(70).

2.2.9. Jengibre (Zingiber officinale L.).

Esta planta herbacea perteneciente a la familia de las zingiberaceas, perenne, rizomatosa,
crece hasta un metro de altura. Es de tallos simples con hojas lanceoladas, oblongas,
dispuestas a lo largo del tallo en dos lineas paralelas. Sus flores son sencibles amarillas y
labios purpureos reunidas en una espiga densa al extremo del tallo. Fruto seco y valvoso, la
parte que se utiliza es el rizoma. Es originario des sudeste asiatico, h sido cultiva desde
hace 3000 afios, su numbre original es “sringavera” es un vocablo sanscrito que significa
cuerpo (vera) en forma de cuerno (sringa), pasé al persa como “dzungebir” y ya en

espafiol como “jengibre” (71).
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2.2.9.1. Clasificacion taxonémica.

Tabla 3. Taxonomia del jengibre.

Reino Plantae

Familia Zingiberaceae
Género Jengibre

Especie Officinalis
Nombre cientifico Zingiber Officinale

FUENTE: BORJA, CHIMBO (72).
2.2.9.2. Principio activo.

Son aceites escenciales (0,3-3,3%). Con zingibereno, dextrcamfeno, metilheptenona, pinol,
linalol, geraniol, citral, borneol, bisaboleno, farneseno, curcumeno, zingiberol (responsable
de su olor) y aldehidos decilicos y nonilicos. Resina (5-8%). A ella se debe gran parte de
su sabor picante ya que contiene compuestos fendlicos como el gingerol (0,6-1,4%) y

shogaol o zingiberona (71).
2.2.10. Ortiga (Urtica dioica).

Hierba perenne, con tallos postrados, delgados y persistentes (similares a rizomas), que
producen cada afio ramas aéreas verticales de hasta 1,5 m de altura. Hojas opuestas,
pecioladas, ovado-lanceoladas, de margen serrado y con estipulas. Las flores aparecen en
inflorecencias ramificadas que cuelgan de los nudos superiores. Individulmente son
pequefias y poco Ilamativas, tienen un perianto monoclamideo de cuatro piezas de color
verde y cuatro estambres (masculinas) o el giniceo (las femeninas). El fruto es pequerio,

florece en primavera y verano (73).

Tabla 4. Taxonomia de la ortiga.

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Rosales
Familia Urticaceae
Género Urtica

FUENTE: HUERTA (74).
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2.2.10.1.Principio activo.

Esta planta brinda muchos beneficios debido a sus componentes como son:

Flavonoides (0,7-1,8%). Rutina, isoquercitrina(0,2%), quercetina, kenferol,
isoramnetina, astragatina.

Aceite esencial: cetonas(38,5%); ésteres (14,7); alcoholes libres (2%).

Acidos fenolicos derivados del acido cinamico: Acido clorogénico, cafeico,
cafeimético.

Taninos.

Acidos organicos: Acido acético, butirico, citrico, férmico, fumarico.

Sales minerales (20%): hierro, azufre, manganesio.

Carotenos.

Esteroides.

Aminas.

Alcaloides.

Vitaminas (74).
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CAPITULO III
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION.



3.1. Localizacién.

La presente investigacion se realizd en la Finca Experimental La Maria en el Laboratorio
de Rumiologia en el area de Microbiologia de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo
ubicada en el Km 7% via Quevedo — El Empalme a una altura entre 75 y 80 msnm;
longitud 79°29' O vy latitud S 1°06; clima tropical himedo, la temperatura maxima es de
32 °C vy la minima es de 22 °C con precipitaciones anuales de 2000 a 3000 mm y
heliofania anual de 870 horas luz/afio, este trabajo de investigacion tuvo una duracion de
40 dias.

3.2.Tipo de investigacion.

La investigacion propuesta es de tipo exploratoria por medio las variables y el objetivo
general para evaluar el uso de dos métodos de extraccion fitoquimicos a base de Jengibre
(Zingiber officinale L.), Oreganon (Plectranthus amboinicus) y Ortiga (Urtica dioica),
para el control in vitro de la monilla (Moniliophthora roreri Cif & Par) en la Finca
Experimental La Maria en el Laboratorio de Rumiologia en el area de Microbiologia, que

contd con los equipos y materiales necesarios para el desarrollo de la investigacion.

El presente trabajo investigativo fue un referente para los futuros estudios a realizar,
indagaciones de forma mas amplia de las innovaciones en las nuevas alternativas en el

control de la Monilla en T. cacao y que justifique el costo de produccion.

3.3. Métodos de investigacion.

Uno de los métodos a emplear en la investigacién actual fue de observacién, se registrd el
crecimiento radial del hongo cada 24 horas, contaminacién de las mismas sembradas en

las cajas Petri que contenian el medio PDA.

Se us6 el método experimental pudimos estudiar cada variable dependiente, la cual nos
ayudo a determinar el mejor tratamiento y el mejor método de extraccion con la

utilizacion del andlisis de varianza Tukey.
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3.4. Fuente de recopilacion de informacién.

La informacion recopilada en la investigacion se la obtuvo de fuentes primarias a través de
la observacion directa del hongo Moniliophthora roreri Cif & Par en Laboratorio y fuentes

secundarias tales como articulos cientificos, documentos de tesis, libros entre otros.

3.5. Disefio de la investigacion.

En el experimento se empled un disefio completamente al azar (DCA), con arreglo
agregado 3*2+1 (tres especies vegetales, dos métodos de extraccion mas un testigo PDA)

con cuatro repeticiones los cuales se detallan a continuacion.

Tabla 5. Descripcion de los tratamientos.

Trat. Factor R U.E Total
Métodos A Extractos B U.E
1 SIN PDA 4 1 4
2 Infusion Jengibre 4 1 4
3 Infusion Oregandn 4 1 4
4 Infusién Ortiga 4 1 4
5 Maceracion Jengibre 4 1 4
6 Maceracion Oregandn 4 1 4
7 Maceracion Ortiga 4 1 4
Total 28

*R= repeticion, UE= Unidad experimental, Elaborado: Autor.

Para determinar las diferencias estadisticas entre tratamientos se emple6 la prueba de
Tukey (P<0,05).
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Tabla 6. Esquema de Andlisis de Varianza

Fuente de Variacion Grados de libertad
Tratamientos t-1 6
Métodos de Extraccion (ME) a-1 1
Extractos Vegetales (EV) b-1 2
INT. EV*ME 2
Testigo vs Todo (@-1)(b-1) 1
Error experimental t(r-1) 21
Total t*r-1 27

El modelo matematico:
Y ij=H+oj+Bu(a*B) jk+Ejj
Donde:
Y;;= Puntuacion en variable dependiente Y del sujeto para la combinacion de tratamientos i
Y]
1= Es el efecto de la media por observacion

a;= Efecto del factor A
Bk= Efecto del factor B
(o*p)= Efecto de la interaccién A*B

Eij= Un elemento al azar (error experimental).

3.6. Instrumento de investigacion.

Entre los instrumentos utilizados en la investigacion esta la observacion directa, sintesis y
registro de datos de las variables que fueron evaluadas en laboratorio para luego ser

plasmadas en los resultados.

3.7. Variables evaluadas.

3.7.1. Crecimiento radial del hongo.

Para la medicion del crecimiento radial del hongo se lo realizo en las cajas Petri donde se

efectud la siembra del patdgeno en el PDA con la contaminacién de los extractos, para
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esta medicion se utilizo un calibrador y los datos fueron tomados en mL cada 24 horas en
un horario de 14:00 a 15:00 pm por un lapso de siete dias, tiempo en el cual el hongo

invadio la caja Petri.

3.7.2. Porcentaje de inhibicion.

El registro de este dato se tomo al séptimo dia (168 horas) de haberse realizado la siembra
del hongo, para la obtencion de los datos se utilizo un calibrador el cual nos permitié tomar

las mediciones en milimetros.
3.8.Manejo del experimento.
3.8.1. Recoleccion del hongo.

Se recolectaron frutos maduros contaminados que presentaron sintomas caracteristicos del

patdégeno como el crecimiento micelial del hongo en la cobertura de la mazorca.

3.8.2. Preparacion del medio PDA vy esterilizacion de los materiales a

utilizar en el trabajo.

Para la preparacion del medio de cultivo se lo realiz6 pesando 40g de PDA por 1000 mL
de agua, lo mezclamos en un agitador calentador para que se vaya agitando hasta llegar al
punto de ebullicion en un lapso de 40 a 60 minutos, se realiza la prueba de solidificacién y
se esteriliza en autoclave por 30 minutos a 15 psi. Se relializé el llenado de las cajas Petri

con 15 mL por cada una y se deja solidificar por 30 minutos.

De la misma manera se esterilizaron en autoclave por 30 munitos a 15 psi las cajas petri,

matraz, vaso de precipitacion, saca bocado y azas.

3.8.3. Aislamiento del hongo en laboratorio.

Se preparo el medio de cultivo PDA en la cajas Petri para realizar la siembra que se la
realiz6 en la cdmara de bioseguridad, donde se realizaron cortes de 1cm? aproximadamente
y se desinfecto el material vegetativo usando alcohol al 70%, cloro y agua destilada, luego
de realizo la siembra ubicando cuatro cortes por cada caja las cuales fueron envueltas en
papel film y se incubaron en estufa a una temperatura de 30.5°C por 10 dias donde el
hongo alcanzo a cubrir toda la caja Petri.
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Posterior a esto se realizd repique con el fin de obtener el hongo mas puro, en el cual se
prepard un nuevo medio de cultivo PDA en las cajas Petri para realizar la siembra en la
camara de bioseguridad, para esto se obtuvieron bocados de 4mm del micelio del hongo
que fue previamente sembrado y se ubicé en la mitad de cada caja de petri que obtenia el
medio de cultivo PDA. Una vez realizada la siembra en las nuevas cajas fueron selladas
con papel film y llevadas a una estufa con temperatura de 30.5 °C por 10 dias donde el

hongo invadié la caja Petri.

3.8.4. Seleccion y recoleccidn de las especies vegetales (Oreganon,

Jengibre y Ortiga).

Fueron seleccionadas tres especies vegetales con propiedades anti-flngicas, para esto se
realizaron investigaciones referentes al tema. De esta forma se seleccionaron las especies

indicadas en la siguiente tabla.

Tabla 7. Especies vegetales seleccionadas.

N° Nombre vulgar Nombre cientifico

1 Oregandn Plectranthus amboinicus
2 Jengibre Zingiber officinale L.

3 Ortiga Urtica dioica

Una vez seleccionadas las especies vegetales se realizo la recoleccion de estas que fueron
encontradas en jardines medicinales que tienen las familias rurales y en huertas viejas que

han dejado de ser trabajadas por un largo tiempo.

3.8.5. Preparacion de los extractos vegetales.

Para la preparacion de los extractos se lavo el material vegetativo con agua corriente,
seguido de cloro y un enjuague con agua estéril. Tanto para la preparacion en infusion
como para maceracion se utilizo 250 g. de material vegetal por 2,5 litros de agua, esta fue

considerada solucidon madre.
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3.8.5.1. Infusién

Se realizaron los cortes de 1 cm de cada especie previamente desinfectados, se colocaron
en un matraz de 1000 mL al cual se vertié agua hirviendo a 100 °C, se procedio a tapar y
dejar reposar por 24 horas.

3.8.5.2. Maceracion

Al igual que el método de infusidn se realizaron los cortes de cada especie previamente
desinfectados, se colocaron en un recipiente para triturarlos con un mortero y luego
colocarlos en un matraz de 1000 mL, y en este caso se vertio agua estéril a temperatura

ambiente, se tapd y se dejo reposar por 24 horas.

3.8.6. Siembra del patdgeno en las cajas que contienen extracto mas PDA.

Se procedi6 a preparar el medio de cultivo mezclando el PDA mas la solucion madre de
cada extracto (30 mL de agua mas PDA y 30 mL de extracto), teniendo una dosis del 50%
y un volumen de 60 mL en cada tratamiento el cual nos sirvid para el llenado de 4 cajas

por tratamiento, cada una contiene 15 mL de extracto al 50%.

Una vez que se obtuvo el hongo en estado puro y haber preparado los extractos mas el
medio PDA se procede a la siembra en la cabina de bioseguridad previamente desinfectada
utilizando un saca bocado de 4 mm realizamos la siembra en las cajas Petri que contienen
el medio PDA mas los extractos los cuales ya se encuentran solidificados, se realizé el
sellado con papel film y por ultimo se pasaron las cajas Petri a incubacion a 30,5 °C en una
estufa previamente desinfectada. Luego se precedio al registro de datos cada 24 horas por
siete dias utilizando un calibrador.

3.9. Tratamiento de los datos.

El analisis estadistico se realizo mediante el analisis de varianza ANOVA vy las medidas
fueron comparadas mediante la prueba de Tukey (P<0,05), con la utilizacion del paquete
estadistico de software libre, cuadros, figuras y el procedimiento de los datos se efectud en

Excel del paquete Office de Microsoft.

30



3.10. Recursos humanos y materiales.

En la presente investigacion se obtuvo la contribucién de talentos humanos como:

e Director del proyecto de investigacion Ing. Quintana Zamora Jorge Gustavo,
Coordinador del Laboratorio de Rumiologia Ing. David Zapatier y el autor Kevin
Freire Segura.

Para desarrollar la investigacion se uso de materiales y equipos, los mismos que detallan en

el enunciado posterior.

3.10.1. Materiales de laboratorio.

e Cabina de seguridad o Azas

e Balanza e Mechero

e Autoclave e Papel film

e Estufa e Calibrador

e Guantes o PDA

e Caja Petri ¢ Hipoclorito de sodio

e Mascarilla e Extracto de jengibre

e Proveta e Extracto de oreganon

e Matraz e Extracto de ortiga

e Vaso de precipitacion e Mazorca de cacao con monilla
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION.
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4.1. Resultados y discusion.

En este capitulo se muestran los resultados del crecimiento radial del hongo
(Moniliophtora rorreri Cif & Par) y porcentaje de inhibicion del mismo mediante el uso

de extractos vegetales para el control in vitro de monilla.

4.1.1. Crecimiento radial de hongo.

Con respecto al crecimiento radial del hongo (Moniliophtora rorreri Cif & Par), se indica

el

Tabla 8. Efecto de métodos de extraccion para el control in vitro de monilla sobre el
crecimiento radial del hongo.

Crecimiento radial (mm)

H.C Infusion Maceracion
48 horas 457 a 467 a
72 horas 6,50 a 767 a
96 horas 833 b 11,83 a
120 horas 13,00 b 16,83 a
144 horas 1583 b 2150 a
168 horas 1867 b 2425 a

H.C = Hora de crecimiento; Promedios con letras iguales en cada fila difieren estadisticamente, segiin Tukey (p<0,05).

En la tabla ocho, se observa que existid significancia estadistica (p<0,05) en los métodos
de extraccion (infusion y maceracion) a partir de las 96 a 168 horas de crecimiento sobre
el control in vitro de monilla, donde el mayor crecimiento radial del hongo en términos
generales lo presento el método de maceracion, siendo este efecto mayor a las 168 horas
con 24,25 mm, mientras que el menor crecimiento del hongo se vio reflejado sobre el
método de infusion con 8,33 mm durante las 96 horas de haber sido sembrado el hongo de

monilla.

Para Joya et al., (75), el método de extraccién mediante hidrolizacién de jengibre fue el

que obtuvo un menor crecimiento micelial y produccién de conidias del patdgeno

33



(Moniliophthora roreri Cif & Par) a la 96 horas de haberse inoculado con un valor de

44,4x10* conidias ml™.

Segun Garcia et al.,(76), al realizar la evaluacion de la actividad anti fangica con los
aceites esenciales obtenidos en plantas aromaticas, mediante destilacion determinaron una
mayor actividad bioldgica con limonaria (Cymbopogum citratus) y tomillo (Thymus

vulgaris), obteniendo los mejores porcentajes de inhibicion alrededor del 74,98%.

En la siguiente tabla nueve, se detalla el efecto de los extractos vegetales (Factor B) sobre

el crecimiento radial del hongo para el control in vitro de monilla.

Tabla 9. Efecto de los extractos vegetales en el crecimiento radial de la monilla

Crecimiento radial (mm)

H.C Jengibre Oreganon Ortiga
48 horas 6,13 a 5,38 a 2,38 b
72 horas 9,38 a 8,50 a 3,38 b
96 horas 13,00 a 12,13 a 4,38 b
120 horas 18,13 a 18,63 a 8,00 b
144 horas 23,00 a 23,75 a 925 b
168 horas 25,63 a 23,00 a 12,75 b

H.C = Hora de crecimiento; Promedios con letras iguales en cada fila difieren estadisticamente, segin Tukey (p<0,05).

La presente tabla indica que existio alta significancia estadistica (p>0,01) en los extractos
vegetales de jengibre, oregandn y ortiga sobre el control in vitro de monilla durante el
tiempo evaluado (48-168 horas), donde el menor crecimiento radial del hongo se fluctu6
sobre el extracto de ortiga con 12,75 mm a las 168 horas de siembra, ya que las variaciones
en su crecimiento fueron lentas en el transcurso del tiempo, mientras que los mayores

crecimientos del hongo de monilla lo presentaron el extracto de jengibre y Oregandn.

Sin embargo Pereira et al.,(77) indican que en Lactarius deliciosus como en hongos de su
especie, presentan comportamientos diferente de crecimiento radial en medios de cultivo,

observando asi que la mayor velocidad de crecimiento se logra en el medio de cultivo BAF
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(1,35 mm dia), mientras que el menor desarrollo se presenta en el medio de cultivo PDA
(0,21 mm dia), produciéndose diferencias significativas entre el crecimiento.

Por otro lado Puente et al., (78) muestran que el efecto del extracto vegetal de Phyla
strigullosa var. sericea, sobre el hongo fitopatégeno del suelo Sclerotium rolfsii Sacc.,
causante de pudriciones en el cuello y la raiz de plantulas de cultivos susceptibles, al
evaluarse el efecto de estos extractos al 50% de concentracion estos extractos mostraron

actividad inhibitoria y crecimiento micelial frente a este hongo fitopatogenos.

En la tabla 10, se muestra la interaccion de los tratamientos sobre el crecimiento radial del
hongo, para el control in vitro de monilla, donde se observa que existio significancia
estadistica (p<0,05) para el Factor A (Métodos de extraccion) a partir de las 96 horas, no
obstante el Factor B (Extractos vegetales) presento significancia altamente estadistica
(p>0,01) desde las 72 horas posteriores a la siembra del hongo, reflejando asi la

significancia de la interaccion de los tratamientos evaluados.

Todos los tratamientos crecieron de forma considerable, a excepcion del T1 (Testigo)
quien fue el que revelo los valores mas altos sobre el crecimiento de hongo durante el
tiempo de investigacion, reflejando asi diferencias notables con el resto de tratamientos en
los que se aplicd diferentes tipos de métodos y extractos vegetales, donde la ortiga tanto

en maceracion como infusién generaron un menor crecimiento radial del hongo.

Tabla 10. Interaccion de los tratamientos evaluados sobre el crecimiento radial del

hongo.
Crecimiento radial (mm)
H.C T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
48h 7,252 6,50 a 4,50 abc 2,75 be 575 ab 6,25 ab 2,00 ¢
72h 13,25 a 9,75 ab 5,75 cd 4,00 d 9,00 hc 11,25 ab 2,75 d
9%h 20,50 a 13,25 b 7,00 ¢ 475 ¢ 12,75b 17,25 ab 4,00 ¢
120h 22,75 ab 19,25 ab 11,50 cd 8,25 d 17,00 bc 25,754 7,75 d
144 h 40,50 a 24,25 be 13,50 de 975 e 21,75 cd 34,00 ab 875 e
168h  4650a 26,75 bc 16,25 cd 13,00 d 24,50 ¢ 35,75 b 12,50 d

H.C = Hora de crecimiento; T1 = Testigo (Sin método y extracto); T2 = Infusion de jengibre; T3 = Infusién de oreganén; T4 = Infusién
de ortiga; T5 = Maceracion de jengibre; T6 = Maceracion de oregandn; T7 = Maceracion de ortiga; Promedios con letras iguales en cada

fila difieren estadisticamente, segiin Tukey (p<0,05).
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Los datos obtenidos del testigo son superiores a lo dicho por Sanchez, (79), quien encontro
que M. roreri a los cuatro dias (96 horas) de incubacion presentd un didmetro de
crecimiento de 3,7 mm, ademas segun Villamil et al., (80) indican que la velocidad de
crecimiento de los aislamientos bajo PDA fue de 2,8 mm cada tres dias de incubacion,
suficiente para cubrir toda la superficie de la caja Petri, a los 48 dias, no concordando con

los valores de crecimiento del testigo en evaluacion.

Las variaciones existentes en el crecimiento radial del hongo se asemeja a lo descrito por
Sangeetha, (81), quien menciona que la mayoria de los extractos derivados de especies
vegetales produce una reduccion en la velocidad de crecimiento de patdgeno, afectando a
la membrana celular del patdégeno y reduciendo mas del 50% el crecimiento micelial de

patdgenos.

Por otro lado Silva et al.,(82) indican que al realizar extractos de ajo y cebolla, la
inhibicion del crecimiento del hongo se detuvo paulatinamente, asi como con el extracto
de mamon contra Colletotrichum sp, ya que el extracto de ajo tuvo efecto inhibidor sobre
siete especies de hongos (Penicillium italicum, Aspergillus flavus, Fusarium sp.,
Rhizoctonia solani, Alternaria sp., Colletotrichum sp. y Pythium sp.) mientras que el
efecto de la cebolla obtuvo una menor intensidad y afecto solo a Fusarium sp., Alternaria

sp., Colletotrichum sp. y Pythium sp.

4.1.2. Porcentaje de inhibicién.

En cuanto al porcentaje de inhibicion del hongo (Moniliophthora roreri Cif & Par), se
indica el efecto del factor (A) métodos de extraccion para el control in vitro de monilla.

Tabla 11. Efecto del método de extraccion (Factor A) sobre el porcentaje de inhibicion a
las 168 horas para el control in vitro de monilla.

Método de extraccion (%)

Infusién Maceracién

76,69 a 69,70 b

Promedios con letras iguales en cada fila difieren estadisticamente, segln Tukey (p<0,05).
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En la presente tabla 11, el analisis de varianza indica significancia estadistica para el
porcentaje de inhibicion en los métodos de extraccion (maceracion e infusion) sobre el
control de monilla, reflejando asi que el método de extraccion mediante infusion fue el
que mejor inhibid el crecimiento del hongo en el transcurso del tiempo evaluado con un

valor de 76,69% obteniendo una diferencia del 7% con el método de maceracion.

En cambio Scalvenzi et al.,(83) sefialaron que al realizar extraccion de aceites esenciales, a
partir de hojas frescas de canela y matico, mediante destilacion por arrastre de vapor,
observaron que el aceite esencial de O. quixos, a la concentracién de 500 uL-mL™, inhibi6
el crecimiento de todas las cepas fitopatdgenas, alcanzando porcentajes del 89% (C.
cladosporioides), del 94% (M. roreri) y del 95% (A. oryzae, F. solani, Phytophthora sp.,

R. stolonifer) a los diez dias de ser sembrados.

Por otro lado, Gamboa et al., (84) indican que mediante extraccion de hojasén (F. cernua),
mejorana (O. majorana) y trompetilla (B. ternifolia), muestran un efecto inhibitorio en el
crecimiento de Rhizotocnia. solani desde la dosis de 4000 a 20000 ppm, logrando asi
inhibir hasta en un 86,2% con el extracto de F. cernua y que el efecto fungistatico de este
patdgeno se conservo a las 96 h con el extracto de F. cernua y B. ternifolia a la mayor dosis

con tan s6lo un 67,2 y 34,9%, respectivamente.

Tabla 12. Efecto de extractos vegetales (Factor B) sobre el porcentaje de inhibicion a las
168 horas para el control in vitro de monilla.

Pocentaje de inhibicion (%0)

Jengibre Oreganon Ortiga

67,99b 67,51b 84,09a

Promedios con letras iguales en cada fila difieren estadisticamente, segin Tukey (p<0,05).

En la tabla 12, se indica el efecto del factor en estudio el cual presentd alta significancia
estadistica (p>0,01) para los extractos vegetales (B), siendo el extracto vegetal de ortiga
el que refleje el valor mas alto con relacidn a porcentaje de inhibicion obteniendo un valor
del 84,09%, mientras que para los extractos de jengibre y Oreganoén fluctien con un 67 +

0,75 % durante las 168 horas evaluadas.
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No obstante Rodriguez y Osorio, (85) revelan que en ensayos de plato dual encontraron los
mayores porcentajes de inhibicion de crecimiento radial del fitopatdgeno (Moniliophthora
roreri), mediante incubacién con Trichoderma (51%), Gliocladium (48,2%), Lecanicillum

(Verticillium) (31,42%), y Paecilomyces (34,28%) respectivamente.

Segun Sacchetti et al., (86), indican que el jengibre tiene un efecto inhibidor en su aceite a
concentraciones altas, mostrando presencia de fenilpropanoides, compuestos que le dan
propiedades de control sobre levaduras como C. albicans, R. glutinis, S. pombe, S.

cerevisiae, Y. lypolitica.

Tabla 13. Interaccion de los tratamientos evaluados sobre el porcentaje de inhibicion que
presentaron los métodos y extractos sobre el control in vitro de monilla.

Porcentaje de inhibicion

% 1. T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

41,90 d 66,58 bc 79,70 ab 83,80 a 69,40 b 55,33 cd 84,38 a

% | = Porcentaje de inhibicion; T1 = Testigo (Sin método y extracto); T2 = Infusién de jengibre; T3 = Infusién de oreganén; T4 =
Infusion de ortiga; T5 = Maceracion de jengibre; T6 = Maceracion de oregandn; T7 = Maceracion de ortiga; Promedios con letras

iguales en cada fila difieren estadisticamente, segiin Tukey (p<0,05).

En la tabla 13, el andlisis de varianza para la variable porcentaje de inhibicién presento
diferencia estadistica (p<0,05) para el factor A (métodos de extraccion vy alta significancia
estadistica (p<0,01) para extractos vegetales (Factor B) como para su interaccién, siendo el
T7 (maceracion ortiga) y T4 los que presentaron el mayor porcentaje de inhibicién con
84,38 y 83,80%, diferenciandose considerablemente del T1 (Testigo) ya que fue este el que
presentd el menor porcentaje de inhibicidn con 41,90 %.

El alto porcentaje de inhibicion obtenido mediante el extracto de ortiga indica se asemeja a
lo descritos por Quisi, (87) quien sefiala que el modo de accidn se debe a la presencia de
ciertos principios activos que contienen las hojas como quinonas, taninos y flavonoides, y
son estos compuestos secundario biologicamente los que se activan con propiedades

fungistaticas.

No obstante Joya et al., (75), revela que el tratamiento J5 (jengibre seco, 45 g/L) fue el

mejor hidrodestilado de los ocho evaluados, pues este presentd los mejores niveles de
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control en la formacién y germinacion de conidias de M. roreri en cacao con valor del

74% durante el transcurso del tiempo evaluado en su investigacion.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.



5.1.

Conclusiones.

Al analizar el uso de dos métodos de extraccion se concluye que el método de
maceracion a base del extracto de Ortiga (Urtica dioica) presentd ser mas

eficiente en el control in vitro de monilla (Moniliophtora rorreri Cif & Par).

El T7 (Maceracion de Ortiga) predomino de los demas tratamientos al presentar el
menor crecimiento radial del hongo, de la misma forma se vio reflejado sobre este
tratamiento el mayor porcentaje de inhibicion del hongo sobre el control fungico de
la monilla.
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5.2. Recomendaciones.

Se recomienda utilizar en futuros experimentos el método de maceracion a base de Ortiga
(Urtica dioica) en dosis mayores al 50% en plantaciones de cacao Nacional y Trinitario, ya
que presenté mayor eficiencia sobre el control in vitro de monilla (Moniliophthora roreri
Cif & Par).

De acuerdo al menor crecimiento radial de M. roreri y mayor porcentaje de inhibicion del
mismo, que presentd el T7 (Maceracion Ortiga) se recomienda la utilizacion de este

extracto en el campo para comprobar su eficiencia.
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7.1. Anexos de analisis de varianza.

Anexo 1. Analisis de varianza aplicada a la variable crecimiento radial del hongo a las

48 horas después de la siembra.

48 horas

F.V. SC GL CM F F tabla
0,05 0,01

Total 150,00 27

factor a 0,04 1 0,04 0,02 432 8,02 NS

factor b 63,00 2 315 12,02 347 5,78**

factor a*factor b 8,33 2 4,17 759 3,47 5,78*%*

factores vs testigo 23,63 1 23,63 9,02 4,32 8,02**

error 55,00 21 2,62

NS= No significativo; *= Significativo; **= Altamente significativo.

Anexo 2. Andlisis de varianza aplicada a la variable crecimiento radial del hongo a las 72
horas después de la siembra.

72 horas

F.V. SC GL CM F F Tabla
0,05 0,01

Total 424,96 27

factor a 8,17 1 8,17 2,78 4,32  8,02NS

factor b 168,08 2 84,04 28,59 3,47 5,78**

factor a*factor b 56,58 2 28,29 9,62 347 5,78**

factores vs testigo 130,38 1 130,38 4434 432 8,02**

error 61,75 21 2,94

NS= No significativo; *= Significativo; **= Altamente significativo.

Anexo 3. Andlisis de varianza aplicada a la variable crecimiento radial del hongo a las 96
horas después de la siembra.

96 horas

F.V. SC GL CM F F Tabla
0,05 0,01

Total 1078,43 27

factor a 54,00 1 54,00 9,78 4,32 8,02**

factor b 360,58 2 180,29 32,66 3,47 5,78**

factor a*factor b 157,75 2 78,88 14,29 3,47 5,78**

factores vs testigo 390,10 1 390,10 70,62 4,32 8,02**

error 116,00 21 5,52

NS= No significativo; *= Significativo; **= Altamente significativo.
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Anexo 4. Andlisis de varianza aplicada a la variable crecimiento radial del hongo a las
120 horas después de la siembra.

120 horas

F.V. SC Gl CM F F Tabla
0,05 0,01

Total 1416,96 27

factor a 88,17 1 88,17 8,62 4,32 8,02**

factor b 575,08 2 287,54 28,11 3,47 5,78**

factor a*factor b 328,58 2 164,29 16,06 3,47 5,78*%*

factores vs testigo 210,38 1 210,38 20,57 4,32 8,02**

error 214,75 21 10,23

NS= No significativo; *= Significativo; **= Altamente significativo.

Anexo 5. Andlisis de varianza aplicada a la variable crecimiento radial del hongo a las
144 horas después de la siembra.

144 horas

F.V. SC Gl CM F F Tabla
0,05 0,01

Total 3958,71 27

factor a 192,67 1 192,67 10,04 4,32 8,02**

factor b 1066,33 2 533,17 27,78 3,47 5,78**

factor a*factor b 662,33 2 331,17 17,26 3,47 5,78**

factores vs testigo 1634,38 1 1634,38 85,17 4,32 8,02**

error 403,00 21 19,19

NS= No significativo; *= Significativo; **= Altamente significativo.

Anexo 6. Andlisis de varianza aplicada a la variable crecimiento radial del hongo a las
168 horas después de la siembra.

168 horas
F.V. SC Gl CM F F Tabla

0,05 0,01
Total 4290,96 27
factor a 187,04 1 187,04 8,55 4,32 8,02**
factor b 910,58 2 455,29 20,82 3,47 5,78**
factor a*factor b 584,08 2 292,04 13,35 3,47 5,78**
factores vs testigo 2150,01 1 2150,01 98,31 4,32 8,02**
error 459,25 21 21,87

NS= No significativo; *= Significativo; **= Altamente significativo.



Anexo 7. Andlisis de varianza aplicada a la variable porcentaje de inhibicion que fue
tomado al séptimo dia (168 horas) despueés del crecimiento.

F.V. SC

Gl

CM

F Tabla

total 6704,95
factor a 293,3
factor b 1424,44
factor a*factor b 911,6
factores vs testigo 3358,04
error 717,56

27
1
2
2
1

21

293,3
712,22
455,8
3358,04
34,17

8,58
20,84
13,34
98,28

0,05

4,32
3,47
3,47
4,32

0,01

8,02**
5,78**
5,78**
8,02**

NS= No significativo; *= Significativo; **= Altamente significativo.

Anexo 8. Cronograma de actividades donde se detallaron las realizadas en la

investigacion.

Actividades
Meses

Enero

Febrero

Marzo

Semanas
Aprobacion del
anteproyecto
Obtencién del micelio del
hongo
Obtencion de los extractos
fitogquimicos y preparacion
de dosis de los fungicidas
Preparacién del medio
PDA vy llenado de cajas

Siembra y medicion
Tabulacion de datos
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7.2. Fotografias de la investigacion

Anexo 9. Corte y desinfeccion del material vegetal que contiene el hongo para la siembra
en la caja Petri que contiene el medio PDA.

Anexo 10. Recoleccion de las especies vegetales en campo.
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Anexo 11. Lavado de las especies vegetales con agua corriente para luego lavarlas con
cloro, alcohol y enjuagado con agua estéril.

Anexo 12. Control de temperatura del agua utilizando un termometro para la preparacion
del extracto mediante el método de infusion.
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Anexo 13. Corte del material vegetal para realizar la maceracion.

Anexo 14. Maceracion de las especies vegetales previamente desinfectadas utilizando un
mortero.
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Anexo 15. Extractos vegetales preparados por los métodos infusion y maceracion
contenidos en matraces de 1000 mL.

Anexo 16. Llenado de las cajas Petri con el medio PDA mas los extractos vegetales y
siembra del hongo en el medio.
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Anexo 17. Incubacion de las cajas rotuladas con sus debidos tratamientos y repeticiones
en una estufa a 30,5 °C.

Anexo 18. Medicion del crecimiento radial del hongo con la utilizacién de un calibrador
cada 24 horas después de la siembra del hongo.
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Anexo 19. Registro de los datos obtenidos en la medicion del crecimiento radial del
hongo.
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